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RESUMO

Lectinas sdo proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico capaz de
ligar-se reversivelmente a mono- ou oligossacarideos especificos, sendo de origem ndo imune
e nfo apresentam atividade enzimatica contra seus ligantes. As lectinas sdo proteinas ubiquas,
estando distribuidas amplamente na natureza, podendo ser encontradas em seres unicelulares,
animais e vegetais. Embora exista um grande numero de trabalhos de lectinas isoladas de
animais e algas, os estudos ainda se concentram no isolamento de lectinas de planta,
consequentemente havendo um maior nimero de trabalhos publicados. A lectina da
Gracilariopsis sjoestedtii (Sjoestedina) foi purificada através de uma combinagio de
precipitacdo de sulfato de amdnio seguido por cromatografia de troca i6nica. Os processos de
purificagio e a massa molecular aparente foram analisados por SDS-PAGE, a massa
molecular aparente determinada foi de 29 kDa e a massa molecular mono isotopica média foi
determinada por espectrometria de massa mostrou duas séries de ions majoritarios de massa
isotépica média de 27.547 Da e de 27.959 Da. A partir de peptideos resultantes da digestdes
proteoliticas com tripsina, foram obtidas sequéncias parciais mediante espectrometria de
massa. A Sjoestedina apresentou alta homologia de sequéncia com outras proteinas, como a
lectina da bactéria do solo Myxococcus xamthus, a lectina da cianobactéria Oscillatoria
aghardii e a isolectina ESA-2 da macroalga marinha Fucheuma serra. Sabendo da elevada
semelhanga bioquimica entre essas lectinas e a Sjoestedina e do grande potencial
biotecnoldgico da ESA-2 para farmacologia como atividade mitogénica para linfocitos de
ratos e efeito citotoxico para células cancerigenas, € interessante se investigar também essa
potencialidade biotecnologica para a Sjoestedina.

Palavras-chaves: Lectinas; Caracterizacio por espectrometria de massa; Gracilariopsis

sjoestedtii
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1. INTRODUCAO

1.1 Lectinas

1.1.1 Histdrico

A primeira lectina de vegetal foi descrita por Stillmark no ano de 1888 em sua
tese de doutorado na Universidade de Tartu, Estonia, quando ele estudou e isolou uma lectina
toxica obtida da semente de mamona (Ricinus communis) a qual foi denominada de ricina,
cujos extratos eram capazes de aglutinar células do sangue humano e de animal (PEUMANS;
VAN DAMME, 1998). Logo depois, H. Hellin isolou uma lectina téxica da semente de
jeriquiti (Abrus precatorius). As duas hemaglutininas isoladas, ricina e abrina, serviram de
modelos para estudos imunolégicos, instituindo varios principios fundamentais da
imunologia, como por exemplo, a meméria imunologica, a especificidade de resposta de
anticorpos (SHARON; LIS, 2004).

Ladsteiner e Raubitscheck em 1907 descreveram pela primeira vez uma lectina
ndo toxica na leguminosa, presente no extrato de Phaseolus vilgaris (feijdo). A partir deste
relato surgiram vérios trabalhos de hemaglutininas sem efeito toxico, e a idéia de que a
toxicidade era uma propriedade intriseca das lectinas foi derrubada.

No ano de 1919, James B. Summer purificou a primeira lectina da semente de
feijio (Canavalia ensiformes), denominada de Concavalina A (ConA). Porém, somente no
ano de 1936 foi que Summer e Howell demonstaram a especificidade dessa lectina por
aguicares, quando observaram que a atividade da ConA foi inibida na presenga de sacarose.
Essa lectina também foi capaz de aglutinar células como eritrocitos e fungos (SHARON; LIS,
2004).

Nos anos de 1940, Renkonen e Boyd mostraram que certas hemagluitininas
aglutinavam eritrocitos especificos dentro do sistema ABO. Passou-se a observar que algumas
proteinas vegetais eram capaz de identificar grupos especificos, em que as células sanguineas
do sistema ABO comportavam-se de maneira diferente frente as hemaglutininas, sendo que
algumas aglutinavam e outras nio (PEUMANS; VAN DAMME, 1998; SHARON; LIS,
2004).
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No ano de 1960, Petter C. Nowell mostrou que a lectina do feijio (Phaseolus
vulgaris) possuia atividade mitogénica sobre os linfocitos. Essa descoberta teve um impacto
revolucionario nos estudos de imunologia, pois se acreditava que os linfécitos eram células
incapazes de se dividir ou se diferenciar. Na sequéncia, os estudos mostraram a atividade
mitogénica de algumas lectinas, € comprovou-se que a atividade mitogénica era resultante da
ligacio da lectina com os aguicares presentes na superficie dos linfécitos (SHARON; LIS,
2004).

Na década de 1960, aconteceu o primeiro relato sobre a ocorréncia de lectinas
em algas, (BOYD ef al, 1966), em que eles testaram a atividade hemaglutinante de extratos
de 21 espécies de algas marinhas e que essa atividade ndo foi especifica para os grupos
sanguineos testados.

Blunden, Rogers e Farnham (1975), fizeram um trabalho de detecgio de
hemaglutininas em 102 espécies de algas e viram que apenas 19 espécies apresentavam
atividade hemaglutinante contra suspenso de eritrécitos humanos do sistema ABO, apoiando
a idéia de Boyd ef al. (1966). No mesmo ano, Blunden e colaboradores mostraram que nio
havia diferenga na atividade hemaglutinante quando se extraiam lectinas de partes
morfologicamente diferentes de algumas espécies e nem quando os extratos eram preparados
a partir de algas secas naturalmente ou em estufas.

Rogers ef al. (1980) trabatharam com 49 espécies de algas e encontraram 14
espécies com atividade hemaglutinante contra eritrocitos humanos do sisiema ABO. A
novidade foi que os eritrocitos foram tratados com papaina para melhorar a detecgdo das
hemaglutininas através da exposicdo dos carboidratos e glicoconjugados presente na
superficie das hemaécias.

No ano seguinte, Hori e colaboradores (1981) testaram 53 espécies das quais
14 apresentaram atividade hemaglutinante, utilizando além do sistema ABO, eritrocitos de
coetho, cavalo, ovelha, pato e galinha. Os eritrocitos de coelho se mostraram mais eficientes
na detecciio das hemaglutininas de algas, propondo ser o mais adequado o seu uso em vez do
sistema ABQO para estudos seguintes. (HORI; MIYAZAWA; ITO,1981).

Fabregas et al. (1984), Fabregas, Llovo e Mufioz (1985) e Mufioz, Llovo e
Fabregas (1985) estudando algas verdes e vermelhas, viram que todas as algas testadas foram
capazes de aglutinar eritrocitos de coelhos,mas quando ela foram testadas com o sistema ABO
a aglutinacio se mostrou fraca.

Inimeros trabalhos de levantamento de hemaglutininas de algas marinhas

foram feitos pelo mundo, e no Brasil o primeiro trabalho de levantamento de hemaglutininas



s6 ocorreu no ano de 1991, quando Ainouz e Sampaio (1991) testaram extratos de 20 espécies
de algas, coletadas no litoral brasileiro, contra eritrécitos de coelho, cabra, galinha, carneiro e
boi, além do sistema ABO.

Até o presente, a presenca de foi detectada em aproximadamente 800 espécies de
algas marinhas. Entretanto, este nimero ¢ ainda pequeno, tendo em vista que exisiem
milhares de espécies. Em conjunto, as pesquisas mostram que aproximadamente 60% das
espécies analisadas apresentam atividade hemaglutinante. Este nimero de espécies positivas
poderia ser maior, dado que nos primeiros trabalhos de deteccdio os autores utilizaram um
numero limitado de eritrocitos sem tratamento com enzimas proteoliticas. O aprimoramento
das metodologias de extracio e dos ensaios da atividade de hemaglutinagdo poderia resultar

no aumento do mimero de espécie com atividade hemaglutinante.

1.1.2 Defini¢coes

Primeiramente as lectinas foram chamadas de fitohemaglutininas, pois foram
encontradas em extratos vegetais e aglutinarem hemadcias. No ano de 1954, Boyd e Shapleigh
propuseram o termo lectina, que vem do latim Legere, escolher. Eles observaram que essas
proteinas eram capazes de aglutinar eritrécitos humanos e precipitar polissacarideos e
glicoproteinas.

Goldstein ef al. (1980) conceituaram lectina como sendo proteinas ou glico
proteinas de origem ndo imune, que sio capazes de ligar-se a carboidratos, aglutinar células
ou precipitar glicoconjugados.

Barondes (1988) definiu lectina como sendo proteinas ligantes a carboidratos,
nio possuindo natureza enzimatica e antigénica, mas esta defini¢do excluiria as proteina
inibidoras de ribossomos (RIPs Tipo II), que possuem dominios ligantes a carboidratos.

Depois de muitos estudos de anilise estrutural e funcional de lectinas, foi
possivel obter novas definigBes para esta classe de proteinas. Atualmente a defini¢io sobre
lectina mais usada é a de Peumans e Van Damme (1995), os quais as definiram como
proteinas que possuem pelo menos um dominio n3o catalitico capaz de ligar-se
reversivelmente a mono- ou oligossacarideos especificos, sendo de origem no imune e nio
apresentam atividade enzimaética contra seus ligantes. Ao contrario dos anticorpos, nio sdo

produtos de uma resposta imune. A origem n#o imunolégica das lectinas serve para
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diferencia-las de anticorpos que aglutinam células. Os anticorpos sdo estruturalmente
idénticos, enquanto as lectinas sdo diferentes entre si devido a composi¢do de aminoacidos,
requerimentos de metais, peso molecular e estrutura tridimensional (PEUMANS; VAN
DAMME, 1998).

Peumans ¢ Van Damme (1998) ainda dividiram as lectinas, quanto a estrutura,
em quatro grupos: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas. As
merolectinas sdo lectinas que possuem apenas um sitio de ligagio a carboidratos, portanto ndo
s3o capazes de aglutinar células e precipitar glicocojugados. Um exemplo de merolectina € a
lectina de Hevea brasiliensis, conhecida como heveina. Hololectinas possuem dois ou mais
dominios ligantes a carboidratos idénticos, a maioria das lectinas pertencem a esse grupo. As
quimerolectinas possuem um dominio ligante a carboidratos e outro com atividade distinta da
ligagiio a carboidratos. Um exemplo classico desse tipo de lectina seria, RIPs Tipo II. As
superlectinas apresentam dois ou mais dominios a carboidratos, em que esses dominios

reconhecem agucares diferentes e sdo estruturalmente distintos.

1.1.3 Ocorréncia

As lectinas sdo proteinas ubiquas, estando distribuidas amplamente na
natureza, podendo ser encontradas em seres unicelulares (IMBERT ez al,, 2004), animais
(MOURA et al., 2006) e vegetais (LEITE ef al, 2005). Os animais produzem uma grande
variedade de lectinas que sdo classificadas em familias, de acordo com a sua similaridade de
sequéncia e a sua especificidade por agiicar (SHARON; LIS, 1989).

Lectinas foram isoladas de diversos tipos de animais, dentre eles, da holoturia
Cucumaria echinata (HATAKEYAMA et al., 1994), da hemolinfa do caranguejo Limulus
polyphemus (TSUBOI et al., 1996), da esponja Cliona varians (MOURA et al., 2006), dos
ovos do teledsteo Tribolodon brandti (JIMBO et al, 2007), da hemolinfa do camardo
Fanneraopenaeus chinensis (SUN et al., 2008), da mosca doméstica Musca domestica (CAQ et
al., 2010), do veneno de cobra Bothrops leucurus (NUNES et al., 2011), da ostra Crassostrea
virginica (JING et al., 2011), do peixe venenoso Thalassophryne nattereri (FERREIRA ef al.,
2011).

Embora exista um grande nimero de trabalhos de lectinas isoladas de animais,

os estudos ainda se concentram no isolamento de lectinas de plantas, consequentemente
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reserva, a parede celular é composta de celulose e agar ou carragenana, a grande maioria €
bentdnica marinha crescendo fixas ao substrato e ocorrem em Aguas quentes das regides
tropicais.

Na natureza, as algas estio amplamente distribuidas em ambientes aquaticos
dulcicolas ou marinhos e em ambientes terrestres (LEE, 1999, RAVEN, EVERT,
EICHHORN, 2006). Abundantemente distribuidas em regides quentes, proximo ao Equador,
onde apresentam tamanho reduzido e maior variabilidade de espécies, mas sfio encontradas
também em 4guas frias atingindo maiores tamanhos, porém com uma menor variabilidade de
espécies (LEE, 1999; VAN DEN HOE, MANN, JAHNS, 1995). Elas também s3o capazes de
habitar ambientes providos de pouca luz e umidos o suficiente que possibilitem a extragdo de
nutrientes essenciais para a sua sobrevivéncia (VIDOTTI; ROLLEMBERG, 2004). Ocupam
também zonas extremas, regides de alta e baixa temperatura e regides de elevado e baixo pH
(LEE, 1999).

As algas s#o a base da cadeia alimentar nos oceanos sustentam dois tergos da
biomassa mundial, sdo responsaveis também por aproximadamente metade da atividade
fotossintética (DAY, BENSON, FLECK, 1999), sendo responsaveis pela renovagio do
oxigénio presente no ar atmosférico (LEE, 1999). Além de sua importéncia ecologica, as algas
sio fontes de proteinas e carboidratos, possuindo baixos teores de lipidios (MABEAU ef al,
1992).

1.2.1 Algas marinhas vermelhas

O pigmento predominante nas algas vermelhas é a ficoeritrina, que absorve
comprimentos de onda de luz na regifo do verde (495-570 nm), refletindo onda de luz na
regido do vermelho (LOBBAN; HARRISON, 1997) o que lhes confere a cor avermelhada,
caracteristica do grupo. A presenca desse pigmento vermelho permite a sobrevivéncia de algas
que habitam regides bastante profundas, até cerca de 200 metros. Estes pigmentos sfo capazes
de absorver o comprimento de onda da luz solar que atinge em relacdo 4 5% da profundidade
média de 4000 m do oceano (LEE, 1999; REVIERS, 2006).

A divisio Rhodophyceae apresenta ainda carboidratos de reserva. O amido das
florideas ou também chamado de rodamilo e se formam proximo a membrana plasmatica

(LEE, 1999; REVIERS, 2006).
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Das algas marinhas vermelhas, sfo extraidos agar e carragenana. O 4gar é
composto de agarose e agaropectina que na industria alimenticia s@o utilizados no
processamento de queijos, maionese, cremes, geleias e outros produtos. Ja na indistria
farmacéutica, esses compostos sdo usados como laxantes leves, agentes de dispersdo em
drogas, emulsificadores, cosméticos e etc. Em laboratorios, estes carboidratos sdo utilizados
como fonte de alimento para o crescimento de culturas bacteriologicas. A carragenana
industrialmente é usada como agente geleificante, estabilizante, espessante ou emulsificante
(LEE, 1999; REVIERS, 2006).

Dentro da divisdo Rhodophyceae acredita-se que haja cerca de 700 géneros
com 4000 a 6000 espécies, dentre as quais, a maior parte € marinha, com apenas 20 géneros

dulcicolas (LEE, 1999).

1.2.2 Gracilariopsis

A alga marinha vermelha do género Gracilariopsis pertence ao filo
Rhodophyta, & ordem Gracilariales, familia Gracilariaceae (ALGAEBASE, 2011).

Atualmente doze espécies deste género foram reconhecidas, sendo que quase
todas possuem talo cilindrico, com ramificacGes esparsas ou profusas, podem atingir 100 cm
de comprimento e tém didmetro variando entre 0,5 a 3,0 cm. A tnica exceciio € a
Gracilariopsis silvana, encontrada no leste do Caribe, que possui talo achatado (BELLORIN
et al., 2008; GURGEL et al., 2003)

As algas do género Gracilariopsis possuem um ciclo de vida trifasico, sendo
que o gametdfito e o tetrasporofito sdo isomorficos e independentes, enquanto que o
carposporofito é dependente do gametofito feminino (CRITCHLEY, 1993).

Ocorrem na regido costeira marinha, em ambientes estuarinos e em lagoas
salinas, indicando grande tolerdncia a wvariagbes de salinidade (PLASTINO, URSI,
HEIMBECKER, 1998)
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1.3 Lectinas de macroalgas marinhas

O ntimero de lectinas isoladas de algas marinhas ainda € pequeno, quando
comparado com o numero de lectinas purificadas e caracterizadas de vegetais terrestres ou
presente em outros organismos (SAMPAIO ef al., 1993). Dentre os trabalhos realizados com
hemaglutininas de algas marinhas, a grande maioria pertence a duas classes: Chlorophyceae e
Rhodophyceae (Figura 1), verificando-se um nimero maior de hemaglutininas nas espécies de

algas vermelhas.
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Figura 1- Lectinas de algas purificadas no mundo ao longo das décadas até a atualidade.

Muitas lectinas de algas marinhas diferem quanto as propriedades bioquimicas
de outras lectinas (ROGERS; FISH, BARWELL, 1991). As lectinas de algas, em geral,
possuem baixo peso molecular, apresentam maior afinidade por agticares complexos, porém
ha lectinas de algas que se ligam a aglicares simples, principalmente a galactosideos
(SAMPAIO, ROGERS, BARWELL 1998b; NAGANO ef al, 2002; NASCIMENTO et al.,
2006), possuem geralmente estrutura molecular monomérica e a grande maioria ndo requer
cations divalentes para a sua atividade biolégica (ROGERS, HORI, 1993), Entretanto,
trabalhos mostram que algumas lectinas de algas, como as isoladas da Pfilota filicina
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(SAMPAIO et al., 1998b) e da Ulva lactuca (SAMPAIO et al., 1998a) dependem de cétions
divalentes para exibir sua atividade hemaglutinante.
Atualmente, as informagdes estruturais existentes apontam o surgimento de

familias de lectinas nas diferentes espécies de macroalgas marinhas (SILVA, 2010).
No ano de 2000, Calvete e colaboradores, e Hori e colaboradores, obtiveram paralelamente as
sequéncias das lectinas isoladas das algas Bryothamnion triquetrum e Hypnea japonica,
respectivamente. Observando esses resultados, evidenciaram que as sequéncias dessas
lectinas tem alta similaridade entre elas, mas nfio mostraram qualquer similaridade com outras
lectinas de outras algas ou de qualquer outro organismo. Ja, as lectinas das algas marinhas
vermelhas H. cervicornis e H. musciformis apresentam diferencas estruturais com relacio a
lectina da alga H. japonica, mostrando a existéncia de uma variedade de lectinas entre as
espécies do mesmo género que habitam ecossistemas distantes (NAGANO ef al., 2005D).

Dentre as espécies investigadas estio as algas vermelhas Bryothamion
triguetrum (CALVETE et al., 2000), Hypnea japonica (HORI, MATSUBARA, MIYAZAWA,
2000), Hypnea cervicornis e H. musciformis (NAGANO et al., 2005a; NASCIMENTO et al.,
2006), Eucheuma serra (KAWAKUBO et al., 1999; HORI et al., 2007), e as algas verdes
Bryopsis hypnoides (NIU et al., 2009), Bryopsis plumosa (HAN et al., 2010a), Ulva pertusa
(WANG et al., 2004), Ulva limnetica (ISHIHARA; SHIMADA, 2009). Nenhuma dessas

lectinas apresentou semelhanca com as lectinas de plantas terrestres.

1.4 Aplicacdes na Biotecnologia

Varios trabalhos tém mostrado que as algas marinhas sdo organismos
promissores como fontes de compostos bioativos. Dentre as diferentes classes de compostos
com atividades bioldgicas, as lectinas de algas surgem como uma classe importante de
produtos naturais (CARDOZO et al., 2007).

Estudos envolvendo lectinas de algas marinhas tém tido um grande progresso,
e padrdes e caracteristicas come¢am a aparecer. Devido a caracteristica da grande maioria das
lectinas de algas marinhas de possuirem baixa massa molecular quando comparadas com as
lectinas de plantas terrestres, elas pode ser mais apropriadas para o uso em ensaios bioldgicos
(ROGERS; HORI, 1993).
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No que se diz respeito a aplicagio biologica de lectinas de algas marinhas,
alguns estudos mostram que essas proteinas podem ser utilizadas no reconhecimento de
células tumorais malignas, como agentes mitogénicos, como imunossupressor e na tipagem
sanguinea (DALTON, LONGLEY, BIRD, 1995; ROGERS, LOVELESS, BALDING, 1986;).

A lectina isolada da alga marinha vermelha Sofieria filiformis diminui a
densidade de células de bactérias Gram-negativas. O crescimento da bactéria Bacillus cereus
ndo foi observado quando a lectina foi previamente incubada com manana, o carboidrato pelo
qual ela apresenta afinidade. Estes foram os primeiros resultados obtidos sobre a inibigdo e
estimulagio de células bacterianas patogénicas por lectinas de algas marinhas (HOLANDA et
al., 2005).

A atividade antiviral foi mostrada por Zidlkowska e Wlodawer (2006) com
uma lectina oriunda da alga vermelha Griffithsia sp. que apresenta multiplos agucares
conjugados em seus sitios de ligag3o. Esses sitios sdo os responsaveis pela ligagdo das
moléculas de carboidratos complexos presentes nos envelopes virais.

A lectina de Amansia multifida foi avaliada quanto a sua atividade
antinociceptiva. Os autores observaram que a lectina foi capaz de inibir o nimero de
contor¢des abdominais, reduzir o tempo de lambedura da pata. Estes resultados fizeram com
que os autores sugerissem que essa lectina possui o efeito antinociceptivo de agdo central e
periférica (NEVES ef al., 2007).

Assim, o papel biolégico e farmacoldgico das lectinas de alga marinhas faz
parte de uma éarea de estudos ainda pouco explorada, que ainda precisa de muito

conhecimento para se compreender a verdadeira fungio dessas moléculas (SILVA, 2008).

1.5 Caracterizacio estrutural de lectinas de macroalgas marinhas por espectrometria de

nmassa

A espectrometria de massa é uma técnica que surgiu com a descoberta do
atomo em 1901 por Thompson. O primeiro espectrdmetro de massa foi construido por
Thompson em 1912. Essa técnica consiste na analise da relagio massa/carga (m/z) de um ion
em fase gasosa. Um espectrometro de massa é formado por trés partes. Uma fonte de

ionizacdo, fundamental para gerar os ions das moléculas de interesse a serem analisadas, um



analisador, que separa as moléculas pela m/z e um detector que transforma os ions em sinais
eletronicos capazes de serem interpretados.

A existéncia de poucos trabalhos de caracterizag@o estrutural de lectinas de
algas se deve principalmente ao baixo rendimento das preparagdes e a dificuldade de se obter
material com alto grau de pureza para estes estudos. Além disso, a caracterizacfo estrutural de
lectinas de algas requer técnicas analiticas de alta sensibilidade. Nesse sentido, com o advento
da espectrometria de massa para a identificacgdo de proteinas na era pos-gendmica
(KARSTEN, NAHNSEN, MACEK, 2011), paralelamente surgiu um novo panorama para a
andlise estrutural de lectinas de macroalgas marinhas a partir de pequenas quantidades obtidas
no processo de purificagio. De fato, a utilizagdo da técnica de espectrometria de massa na
analise estrutural de lectinas de algas iniciou-se com determinacgfio da estrutura priméria da
lectinas das algas marinhas vermelhas Bryothamnion triguetrum (CALVETE et al., 2000) e
Hypnea japonica (HORL, MATSUBARA, MIYAZAWA, 2000) e desde entdo, outras lectinas
foram caracterizadas por espectrometria de massa como as lectinas de H. cervicornis e H.
musciformis (NAGANO et al., 2005), Griffthsia sp. (MORI et al 2005), Bryopsis plumosa
(KIM; KLOCHKOVA, 2006; HAN ef al., 2010a; HAN et al, 2010b; JUNG et al., 2010) e
Amansia multifida (SILVA, 2010). Portanto, os trabalhos recentes mostram que a
espectrometria de massa € valiosa ferramenta na caracterizago de lectinas de algas marinhas.

Este trabalho teve como objetivo isolar e purificar a lectina da alga marinha
vermelha Gracilariopsis sjoestedti, bem como caracteriza-la bioquimicamente e por

espectrometria de massa.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Algas Marinhas

A alga marinha vermelha Gracilariopsis sjoestedtii foi coletada na praia do
Pacheco, municipio de Caucaia, Fortaleza—CE no periodo de maré de sizigia, transportadas
para o laboratério, limpa de epifita, lavada, congelada a -20°C e liofilizadas para posterior

utilizacZo.

2.2 Purificacio da lectina da Gracilariopsis sjoestedtii

2.2.1 Extracfo das proteinas

As algas liofilizadas foram trituradas em moinho elétrico doméstico até obtengéo
de um fino pd. O material foi suspenso em uma solugio tampao de fosfato de sddio 20 mM,
pH 7,0, contendo NaCl 0,15 M (PBS), na proporcio de 1:20 (p/v) e submetido & agitacio
constante durante 4 horas & temperatura ambiente. A suspensdo foi filtrada em tecido de nylon
e o filtrado foi centrifugado em uma centrifuga refrigerada a 9.000 g por 20 min. a 4 °C. O

precipitado foi ent3o descartado e o sobrenadante foi denominado extrato total.

2.2.2 Fracionamento protéico do extrato total

Q extrato total foi submetido a precipitagio protéica com sulfato de amdnio a 70%
de saturac@o (Fragiio 0-70). O material ficou em repouso por 16 horas 4 temperatura ambiente,
em seguida, foi submetido & centrifugacdo (9.000 g por 20 min. a 4°C). O precipitado foi

ressuspenso com menor volume de PBS seguido de didlise exaustiva contra agua destilada e
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posteriormente conira tampdo fosfato 20 mM, pH 7,0 equilibrando a amostra para

cromatografia de troca anidnica em coluna de DEAE Sephacel.

2.2.3 Quantificacdo das proteinas

As proteinas totais soliveis foram determinadas de acordo com o método de
Bradford (1976). A cada 100 pL de amostra, adicionou-se 2,5 mL de reagente de Bradford. A
mistura foi homogeneizada em agitador vortex e apos 10 minutos de repouso foi feita a leitura
da absorbéncia a 595 nm em um espectrofotdmetro de luz visivel. A concentragio das
proteinas soliveis das amostras foi determinada utilizando a curva padrio feita com

concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

2.2.4 Atividade hemaglutinante

O ensaio de detecgdo de atividade hemaglutinante foi realizado com eritrécitos de
coelho a 3%, sem e com tratamento enzimatico, usando as enzimas papaina e tripsina. O
sangue foi retirado de coelhos saudaveis mantidos no biotério do Departamento de
Bioquimica da Universidade Federal do Cear4.

A atividade hemaglutinante foi realizada em tubos, as amostras, em duplicata,
foram diluidas em cada tubo (1:2, 1:4, 1:8...) em Tris-HC1 0,1 M, pH 7,6 contendo NaCl 0,15
M, em seguida adicionou-se 100pL da suspenso de hemécias de coelho a 3% em NaCl 0,15
M tratado com tripsina, papaina ou nativo (sem tratamento enzimético) a cada uma das
dilui¢des. O ensaio foi incubado a 37°C por 30 minutos, em seguida deixado em temperatura
ambiente por mais 30 minutos e apds esse periodo a aglutinagio das hemAcias foi detectada
macroscopicamente. Os resultados foram expressos em Unidades de Hemaglutinagdo (U.H.)

que é o inverso da maior diluig8o capaz de apresentar hemaglutinagZo visivel.
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2.2.5 Cromatografia de troca ibnica em coluna de DEAE-Sephacel

A fragiio 0-70 foi submetida & cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-
Sephacel (1,0 x 10,0 cm) previamente equilibrada com o mesmo tampao. As fragdes ndo
adsorvidas pela matriz cromatogréafica foram removidas com o tampdo de equilibrio e as
proteinas adsorvidas foram eluidas com o tampdo de equilibrio adicionado de 1 M de NaCl.
Fracdes de aproximadamte 1,5 mL foram coletadas manualmente e monitoradas a 280 nm.

A atividade hemaglutinante, o teor de proteinas soliveis e a atividade especifica
de todos as fragdes cromatograficas foram determinadas. As fragdes ativas foram reunidas,

dialisadas exaustivamente contra agua destilada, e, ent3o, liofilizadas.

2.3  Caracterizaciio da lectina de Gracilariopsis sjoestedtii

2.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS e 2-mercaptoetanol.

O grau de pureza e a estimativa da massa molecular aparente da lectina de
Gracilariopsis sjoestedtii foram avaliados através de eletroforese em gel de poliacrilamida
12% na presenga de SDS (SDS-PAGE) e 2-mercaptoetanol, adaptada da metodologia descrita
por Laemmli (1970).

A amostra liofilizada foi solubilizada no tamp@o de amostra contendo Tris-HCI 80
mM, pH 6,8, glicerol 10%, 0,02% de azul de bromofenol e SDS 10%. Apds a adigio do
tampao, as amostras foram agitadas em vortex e aquecidas a 100°C por 5 min. Em seguida,
foram aplicados 30 pg de amosira nos pogos. Um marcador com proteinas de massa
moleculares conhecidas (fosforilase B 97 kDa, BSA 66 kDa, ovoalbumina 45 kDa, anidrase
carbonica 29 kDa, inibidor de tripsina 20,1 kDa e a-lactoalbumina 14,4 kDa) foi utilizado
como padrio para referéncia.

A eletroforese foi realizada no sistema Mini-Protean IT mini-gel (Bio-Rad) com a
voltagem constante de 150 V. O tampdo usado para a corrida da eletroforese continha Tris 25

mM, pH 8,8, glicina 0,192 M e SDS 0,1%.
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Apbs a corrida da eletroforese, o gel foi corado com uma solugéio de Coomassie
R-250 a 0,05%, solubilizado em metanol, 4cido acético e agua seguindo a propor¢ao de 1:3,
5:8 (v/v), por pelo menos 2 horas. O gel foi descorado usando a uma solugio descorante

contendo todos os solventes contidos no corante na mesma proporgao.

2.3.2 Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante

A lectina de Gracilariopsis sjoestedtii foi solubilizada em NaCl 0,15 M na
concentracio de 1 mg/mL. Aliquotas de 200 pul foram separadas em tubos de micro centrifuga
de 1,5 mL e, em seguida, cada amostra foi submetida a diferentes temperaturas variando de
30°C a 100°C por 60 min. Apés este periodo, a atividade hemaglutinante foi testada em todas

as amostras sendo comparada com a atividade da lectina sem nenhum tratamento térmico.

2.3.3 Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante

A lectina (1 mg/mL em NaCl 0,15 M) foi diluida de forma seriada em diferentes
tampdes com pH variando de 4,0 a 10,0 contendo NaCl 0,15 M. Os tampdes foram utilizados:
acetato de sodio 0,1 M pH 4,0 e pH 5,0 citrato de sodio pH 6,0, acetato, fosfato de sodio 0,1
M pH 7,0, Tris-HCI1 0,1 M pH 8,0, glicina-NaOH pH 9,0 e 10,0.

2.3.4 Efeito do EDTA sobre a atividade hemaglutinante

Foi investigado o requerimento de cations divalentes para a atividade da lectina de
Gracilariopsis sjoestedtii. A lectina foi solubilizada em NaCl 0,15 M na concentragio de 1
mg/mL. A solugdo foi inicialmente dialisada contra uma solugio de EDTA 0,1 M contendo
NaCl 0,15 M por 48 horas e, em seguida, dialisada exaustivamente contra NaCl 0,15 M para
remogio do excesso de EDTA. Apés isto, a atividade hemaglutinante foi testada adicionando-
se solugdes de NaCl 0,15 M contendo 10 mM de CaCl, e/ou MnCl, 10 mM.
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2.3.5 Inibig3o por carboidratos

Esse ensaio foi realizado com a lectina pré-purificada. Apos a verificagdo da
atividade hemaglutinante, fez-se uma diluigio da solugfo da proteina onde se teria 4 Unidades
de Hemaglutinagio (UH.). Alguns agucares simples e uma glicoproteina (Tabela 2) foram
selecionados para serem utilizados neste ensaio. Logo, 50 pL de cada aglcar foram
adicionados serialmente em Tris-HCI1 0,1 M pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M. Apés dilui¢do do
agticar ou da glicoproteina, 50 pL da solugfio com 4 U.H. da lectina pré-purificada foram
adicionados. O ensaio foi entfo incubado a 37°C por 30 min., e, apos isso, mantido em
repouso em temperatura ambiente por mais 30 minutos e entfio 100 pL de sangue tripsinisado
de coelho foram acrescidos a todas as diluigdes dos agiicares ou glicoproteinas contendo a
fragio diluida. A mistura foi novamente incubada a 37 °C, por 30 minutos, e depois, deixada
em repouso em temperatura ambiente por mais 30 minutos. A inibi¢do da atividade
hemaglutinante pelos aglicares foi entdo determinada. Assim observou-se a menor
concentracio de tais aglicares capaz de inibir a atividade hemaglutinante (concentragdo

minima inibitéria).

2.3.6 Dosagem de Carboidratos Totais

A lectina da alga marinha vermelha Gracilariopsis sjoestedtii foi solubilizada em
NaCl 0,15 M, obtendo uma solug¢do na conceniragio de 1 mg/mL e em seguida foi submetida
ao método de Dubois ef al. (1956) para a determinagiio do conteido de carboidratos,

utilizando-se galactose como padréo.

2.4 Caracterizacio através de espectrometria de massa

2.4.1 Determinagio da massa molecular por espectrometria de massa
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A massa isotopica média da proteina purificada foi determinada pela analise da
massa intacta em um espectrdmetro de massa hibrido Synapt HDMS (ESI/MALDI-IMS-o0-
ToF/MS, Waters) com uma resolu¢io de 10.000 e uma preciséo de 10 ppm.

A proteina foi solubilizada em uma solugio de acetonitrila 50% contendo acido
formico a 0,2%, na concentragdo final de 10 pMol de proteina. A amostra foi aplicada em um
fluxo de 1 pL/min., e as voltagens do cone e capilar foram 3,0 kV e 40 V, respectivamente.

A coleta de dados foi realizada com o auxilio do software Mass Lynx 4.0 e os
espectros multicarregados foram deconvoluidos usando técnicas de maximizag8o da entropia

(FERRIGE et al,, 1992).

2.4.2 Sequenciamento por espectrometria de massa

As bandas eletroforéticas foram excisadas, descoradas, desidratadas e
submetidas & digestdo com solucfo de tripsina na propor¢do 1: 50 (enzima: proteina) por 12 h
a 37°C. Os peptideos foram extraidos e injetados em uma nanocoluna de fase reversa C18
(Waters nanoACQUITY UPLC BEH130 100 mm x 75 um, 1,7 pm tamanho da particula)
equilibrada com 4cido férmico 0,1% acoplado a uma fonte nanospray de um espectrometro de
massa (Synapt HDMS system-Waters Corp., Milford, USA). Nos experimentos de LC-
MS/MS foi utilizada a funcio DDA (analise direta dos dados) selecionando os ions
precursores duplamente ou triplamente protonados, que foram fragmentados por dissociagdo
induzida por colisdo (CID), utilizando uma rampa de energia de colisio que variou de acordo
com a carga e a relagdo m/z do ion precursor. A faixa m/z dos espectros de MS foi de 300 a
3000. Os espectros de MS obtidos durante a cromatografia de peptideos e os espectros de
MS/MS gerados a partir da fragmentacio dos fons precursores selecionados foram
processados e analisados utilizando o programa Proteinlynx® (Waters). Em seguida, os dados
processados foram submetidos a uma busca em banco de dados utilizando a ferramenta
Mascot MS/MS ion search a qual utiliza como pardmetros de massa dos fons precursores € 0

padrio de fragmentacdo dos mesmos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAQ

3.1 Purificacfio da lectina da alga marinha vermelha G. sjoestedtii

3.1.1 Cromatografia de troca ibnica

A fragiio com 70% de saturagdo com sulfato de amdnio do extrato da G. sjoestedlti
foi submetida a uma cromatografia de troca idnica em DEAE-Sephacel, fragbes de
aproximadamente 1,5 mL foram coletadas manualmente ¢ monitoradas as absorbancias a 280
nm. A cromatografia apresentou duas fracdes distintas e ambas apresentaram atividade
hemaglutinante contra eritrocitos de coelho tratados com tripsina (Figura 2), seguindo um
perfil semelhante para a lectina de Amansia multifida (Costa ef al.1999). Foram realizadas
quantificagio de proteinas soltveis totais e atividade hemaglutinante total de cada passo de
purificaciio e os dados estio representados na Tabela 1. No processo de purificagio a lectina
obtida na cromatografia de troca idnica em gel DEAE-Sephacel apresentou um fator de
purificaciio de 19,9 vezes. O PI estava livre de pigmentos e apresentou maior atividade
especifica e um grau de pureza maior que a fragdo que interagiu com a coluna, que era

pigmentada.
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Figura 2. Cromatografia de troca iénica em coluna de DEAE-Sephacel da fragio obtida por precipitagdo com
sulfato de aménio (F0/70). A frago foi dialisada em tampZo fosfato 20 mM, pH 7.0 e em seguida aplicada na
coluna (1,0 x 10 c¢cm). A coluna foi lavada com o tampo de equilibrio com um fluxo constante de 30 mLh™ e
eluida com NaCl 1M no mesmo tamp#io. Foram coletadas fragdes de trés ml e submetidas a atividade
hemaglutinante. Foram coletadas fragdes de 1,5 mL e submetidas a atividade hemaglutinante, utilizando
eritrécitos de coelho tripsinizados. U.H.=Unidades de Hemaglutinag3o. (=—m) Absorbancia a 280 nm, (e—=)
atividade hemaglutinante.

Tabela 1. Tabela de Purificagio da lectina isolada da Gracilariopsis sjoestedtii

FracBes Voiqme Protei na Atividade Atividgd'e -espe;fﬁca Fajte.:r ::l-e~
total{ml) | total{mg) | total{UH) {(U.H./mgP) Purificacdo
Extrato 58,0 15,39 55.296,0 54459 1,0
Fragdo 0-70 10,0 9,i4 327.680,0 327115 6,0
PIDEAE 18,0 2,27 1.536,0 108497,6 19,9
Pil DEAE 185 8,87 0.984,0 3115,9 0,6

3.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS e 2-mercaptoetanol.

A homogeneidade da lectina de Gracilariopsis sjoestedtii (denominada
Sjoestedina) foi determina por eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de SDS

(SDS-PAGE). A lectina obtida através de cromatografia de troca i6nica mostrou uma banda
protéica mais intensa de aproximadamente 29 kDa e uma de menor intensidade de

aproximadamente 60 kDa. Quando na auséncia de B-mercaptoetanol e na presenga do agente
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redutor apresentou apenas uma Unica banda (Figura 3). A massa molecular aparente foi
proxima a da lectina isolada da alga marinha vermelha A. multifida (Figura 3, pogo 4). A
presenca da banda na altura de aproximadamente 60 kDa pode ser devido a presenga de
isoformas nessa lectina havendo variagbes nas posicdes de cisteinas na sequéncia e
dependendo da localizagdio das cisteinas na estrutura priméria, elas podem formar pontes

dissulfeto intra ou inter cadeias justificando a presenga dessa segunda banda.

MR 1 2 3 4
97
66 -
45 e
29 i o
14

Figura 3, Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) 12%. Foram aplicades 30 pg de amosira em cada
poco. 1- Sjoestedina ndo reduzida; 2- Sjoestedina reduzida; 3- Marcadores moleculares (fosforilase B 97 kDa,
BSA 66 kDa, ovoalbumina 45 kDa, anidrase carbonica 29 kDa, g-lactoalbumina 14,4 kDa); 4- Leciina de
Amansia multifida.

3.1.3 Atividade hemaglutinante

Na Tabela 2 siio mostrados os resultados de atividade hemaglutinante Sjoestedina
frente a diferentes tipos de eritrocitos com e sem tratamento enzimético. A Sjoestedina
aglutinou preferencialmente eritrocitos de coelho tratados com tripsina, porém também
mostrou atividade contra eritrécitos humanos dos tipos A e O, com ou sem tratamento com
enzimas proteoliticas. A atividade hemaglutinante presente no extrato salino da alga marinha
vermelha Gracilariopsis sjoestedtii foi inicialmente detectada por Ainouz e Sampaio (1991)

durante o primeiro levantamento da presenca de aglutininas em algas marinhas brasileiras.
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Tendo sido observado que os extratos salinos aglutinavam preferenciaimente eritrocitos de

coelho.

Tabela 2. Atividade hemaglutinante da Sjoestedina contra diferenies
tipos de eritrécitos com e sem traiamento enzimatico

Tratamento enzimatico

Eritrocitos Normal

Papaina Tripsina
Coelho 256 512 1024
Humano A 32 8 16
Humano B ND ND ND
Humano O 8 16 32

ND — nio visualizado atividade hemaglutinante macroscopicamenie

3.1.4 Estabilidade de pH

Com relagiio 2 estabilidade de pH, a Sjoestedina mostrou-se bastante estivel
em uma ampla faixa de pH que variou de 5 a 10. Essa elevada estabilidade das lectinas em
uma ampla faixa de pH ja foi reportada em vérios trabalhos, que atribuem essa alta

estabilidade a presenga de cisteinas nessas lectinas (NAGANO ef al., 2002).

3.1.5 Estabilidade térmica e dependéncia por cations divalentes

A Sjoestedina independe de catios divalentes mostrando atividade
hemaglutinante semelhante quando foi desmetalizada e na presenga dos fons Ca” ou Mg™" ou
ambos. Por outra parte, a capacidade hemaglutinante foi testada frente a uma ampla faixa de
temperatura (30 a 100°C), tendo sua atividade reduzida significativamente apenas depois de 1
hora a 60°C (Figura 4).
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Figura 4. Percentual da atividade hemaglutinante da Sjoestedina 'épéé iﬁéﬂbaqzﬁo em
diferentes temperaturas durante uma hora.

3.1.6 Inibigio por carboidratos

A Sjoestedina nio foi inibida pelos agiicares simples testados, porém foi inibida
pela Gnica glicoproteina usada no ensaio (Tabela 2). Muitas lectinas de algas vermelhas
também tem sua atividade inibida prioritariamente por glicoproteinas e/ou glicoconjugados
como as lectinas das algas marinhas vermelhas Hypnea musciformis NAGANO et al., 2002),
Eucheuma serra (KAWAKUBO et al. 1997). Porem ha outras lectinas que embora sejam
inibidas por carboidratos complexos, também sd3o inibidas por agucares simples como a
lectina da alga marinha vermelha H. cervicornis (NAGANO ef al., 2005; NASCIMENTO et
al. 2006), e as lectinas isoladas das algas do género Pfilota que foram preferencialmente
inibidas por galactosideos (SAMPAIO et al., 1998b; 2002).
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Tabela 3. Ensaio de inibigio por carboidratos da Sjoestedina.

Carboidratos Minima concentraco inibitoria (MIC)
Mucina 2,5 mg/ml

Galactose Ni*

Glicose NI*

Lactose NI*

Fucose NI*

GlcNac NI*

Manose NI*
Metil-a-D-Galacto piranosideo NI*

*Nzo houve inibigio na concentragiio de 50 mM (NI), para agticares simples

3.1.7 Determinacio dos carboidratos totais

Determinagiio da quantidade de carboidratos totais na lectina pré-purificada foi
feito pelo método de Dubois ez al., (1956) pelo qual determinou-se que a Sjoestedina tem
1,05% de carboidratos na sua composi¢io, o que pode indicar que a Sjoestedina pode ser uma

glicoproteina.

3.1.8 Caracterizagdio por espectrometria de massa

3.1.8.1-Determinag@o da massa molecular

A analise por espectrometria de massa da Sjoestedina mostrou duas séries de ions
majoritarios de massa isotépica média de 27.547 Da e de 27.959 Da (Figura 5). O valor
determinado é bastante proximo ao valor encontrado na determinagio da massa molecular
aparente por eletroforese em gel de poliacrilamida (Figura 3). A informagéo obtida por
espectrometria de massa é mais precisa devido ao possivel erro esperado ser apenas 2

Daltons. Nas séries de 27.547 Da e de 27.959 Da podem ser observados outros ions com
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diferenca de 18 Daltons o que pode estar relacionado com a oxidagdo de residuos de
metionina. As massas moleculares sdo semelhantes a massa molecular medida por ESI-MS da
isolectina ESA-2 (27.949 Da) isolada da alga marinha Encheuma serra (HORI et al., 2007) e
da lectina de Amansia multifida (28.385 Da) (SILVA, 2010). A presenga de duas séries de ions
pode ser justificada pela existéncia de isoformas. Muitas lectinas de macroalgas tém 2
presenca de isoformas como no caso das lectinas de Eucheuma serra (KAWAKUBO ET af,
1999), Bryothamnion triguetrum (CALVETE et al, 2000), B. seaforthii (RAMIREZ-
MEDINA, 2007) e Amansia multifida (SILVA, 2010).

2mgmLin 0.1%FA

27959.0
bt 27545.0
28024.0
27563.0
28040.0
@l 27941.0
28056.0
27580.0 28072.0
28088.0
2752401l 27924.0
26903.0 1 5(23119.0
0 27133.0 “ Al 29192.0
26503.0 il 28624.0
0 -a--Jw—,w»..,u.ﬁ..m._.,m..-.;'JLJMF””T"““'"’:“"-*h»-u-wu....44 "ﬁ“ﬁ-*mmltuﬂ_...] W*’ '"t'*'*”»k---f-=«\*-h'--x-emu..ll..n I TIRTIC TN |

To6800 | 26750 | 27000 | 27250 | 27500 | 27750 | 28000 | 28250 26500 28750 29000 29250
Figura 5. Andlise por espectrometria de massas com ionizagio por eleirospray. espectro de massa deconvoluido
da Sjoestedina.

3.1.8.2 Sequenciamento por espectrometria de massa

Os peptideos resultantes da digestio proteolitica provenientes das bandas
eletroforéticas foram extraidos e injetados em uma nanocoluna de fase reversa C18 (Waters
nanoACQUITY UPLC BEH130 100 mm x 75 pm, 1,7um tamanho de particula). A Figura 6

mostra o cromatograma da separagio dos peptideos da Sjoestedina.
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Figura 6. Cromatogmﬁa de fase reversa em nanocoluna 1nancACQUITY UPLC BEH130. Perfil cromatograﬁco
da separagdo dos peptideos da Sjoestedina gerados pela digestdo com tripsina.

A Figura 7 mostra um espectro de fragmentagio MS/MS do peptideo de massa
molecular de 1.171,55 Da a partir do fon precursor duplamente protonado de 585,67 2H'. Os
peptideos da digestdo enzimatica com tripsina da Sjoestedina (Tabela 4) apresentaram
identificagdio significativa com a lectina da ESA-2 e AML quando foram comparados com as
informacBes dos bancos de dados. Os peptideos apresentaram massas e sequéncias
coincidentes com a isoforma 2 da lectina de Eucheuma serra (HORI et al., 2007) e de
Amansia multifida (SILVA, 2010).
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Figura 7. Espectro de fragmentagiio (MS/MS) do peptideo de massa molecular de 1.171,55 Da. A fragmentacdo

foi realizada com fon precursor duplamente protonado 585,67 2H". Em vermelho: sequéncia de aminoécidos
determinada pelas séries de fons y (C-terminal). A sequéncia resultante da interpretagdo do espectro de
fragmentacfio € TLTGTMTYER.
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Tabela 4. Massas moleculares e sequéncia de aminodcidos dos peptideos oriundos da digestéo com tripsina
identificada através da comparagio com banco de dados.

Massa molecular (Daltons)* Diferenca
de massa  Sequéncia de aminodcidos

Medida Calculada (Da)

2762.3570 2762.3198 0.03 YTVONQWGGSSAPWNDAGLWILGSR

1171.5493 1171.5542 -0,004 TLTGTMTYER

18599.9060 1899.9400 0,034 TLTGTMTYEREGPIGFK

3476.6070 3476.6133 -0,006 GKLSGANNYSVENQWGGSSAPWNAAGDWLIGDR

*Valores determinados a partir das relagies massa/carga (m/z) e valores calculados das sequéncias

Além disso, as sequéncias de aminoacidos dos peptideos de Sjoestedina
apresentaram alta homologia de sequéncia com outras proteinas, como a lectina da bactéria do
solo Myxococcus xanthus (HORI et al., 2007), a lectina da cianobactéria Oscillatoria aghardii
(SATO et al., 2000, SATO; HORI, 2009). Estes dados sugerem a existéncia de uma familia de
lectinas amplamente distribuidas entre os géneros de algas vermelhas (Eucheuma, Amansia,
Gracilariopsis) e cianobactérias.

Este elevado grau de identidade também pode justificar as semelhangas das
caracteristicas bioquimicas entre essas lectinas como estabilidade da proteina em uma ampla
faixa de pH, por ndo dependerem de cations divalentes para atividade hemaglutinante, sendo
esse tltimo bastante comum entre lectinas de algas marinhas.

Sabendo da elevada semelhanga bioquimica entre a lectina de A. multifida, ESA-2
e a Sjoestedina e do grande potencial da ESA-2 para farmacologia como atividade mitogénica
para linfocitos de ratos (KAWAKUBO ef al, 1999) e efeito citotoxico para células
cancerigenas (SUGAHARA ef al., 2001), é interessante se investigar também essa
potencialidade biotecnoldgica para a Sjoestedina.

O sequenciamento parcial da lectina permitird que se possa desenhar
oligonucleotideos e estabelecer a sequéncia completa de aminoacidos através de técnicas de
biologia molecular, e assim produzir a(s) lectina(s) recombinante(s), que € livre de isoformas
podendo assim viabilizar os estudos cristalograficos e entender os mecanismos de acio

biologica dessa lectina.
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4 CONCLUSAOQO

A obtengio da lectina Gracilariopsis sjoestedti por métodos cromatograficos de
troca ibnica mostrou-se eficiente.

Através da analise de espectrometria de massa obteve-se a massa molecular
isotdpica média da lectina e informagdes parciais da sua estrutura primaria.

A Sjoestidina apresentou caracteristicas bioquimicas semelhantes a outras
lectinas, ESA-2 e lectina de A. multifida, isoladas de macroalgas marinhas vermelhas.

A sequéncia parcial da lectina Sjoestidina apresentou alta homologia com as
lectinas das macroalgas marinhas vermelhas A. multifida e Eucheuma serra, e com lectinas da
bactéria do solo Myxococcus xanthus e de uma cianobactéria Oscillatoria aghardii. A
identidade das sequéncias sugere a existéncia de uma familia de lectinas entre os géneros de
algas vermelhas e cianobactérias.

Sabendo da elevada semelhancga bioquimica da lectina de A. multifida, ESA-2 e a
Sjoestedina e do grande potencial dessas lectinas como ferramentas para farmacologia, é

interessante investigar o potencial biotecnoldgico da lectina Sjoestidina.
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