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RESUMO

Lectinas s#o (glico) proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico
que podem se ligar de maneira especifica e reversivel a mono ou oligossacarideos, capazes de
aglutinar eritrécitos ou outras células ndo apresentando atividade enzimatica contra os seus
ligantes. Sdo ubiquas sendo encontradas desde virus e bactérias a plantas e animais. Em
comparagdo aos estudos realizados com lectinas de plantas terrestres, poucas lectinas de
macroalgas marinhas t€m sido isoladas e caracterizadas, seguindo um ritmo Iento devido a
dificuldade de obtencdo de material suficiente para estudo. Por outro lado, entre as lectinas
caracterizadas os estudos t€ém mostrado proteinas com diferentes caracteristicas bioquimicas.
Estudos prévios mostraram que a lectina da Amansia multifida (AML) € uma proteina com
alto potencial para biotecnologia. A AML foi purificada através de uma combinagfio de
precipitagdo de proteinas com sulfato de am6nio seguido por cromatografia de troca i6nica.
Os processos de purificag@o e a massa molecular aparente foram analisados por SDS-PAGE, a
massa molecular aparente determinada foi de 29 kDa e a massa molecular determinada por
espectrometria de massa da AML de 28.385 Da. A partir de peptideos resultantes das
digestdes proteoliticas com tripsina e quimiotrisina, foram obtidas sequencias parciais
mediante espectrometria de massa seqiiencial. A AML tem elevada similaridade com a
sequéncia da lectina de Eucheuma serra (79%). A avaliacdo da toxicidade de AML para
Artemia sp. ndo foi evidenciada. Isso aponta para uma possivel candidata para producdo de
medicamentos, tendo em vista que essa lectina possui atividades biol6gicas potencias para
farmacologia.

Palavras — chave: Lectinas. Espectrometria de massa. Amansia multifida.
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1 INTRODUCAO

1.1 Lectinas

1.1.1 Historico

A primeira descri¢8o de uma lectina foi feita por Peter Hermann Stillmark no final
do século XIX em sua tese de doutorado publicada na universidade de Tartu, atual Estonia,
quando isolou uma hemaglutinina, com efeito toxico, da semente da mamona (Ricinus
communis), chamada por ele de ricina, capaz de aglutinar células do sangue humano e animal.
Na mesma universidade, H. Hellin demonstrou a presenga de uma hemaglutinina também
toxica no extrato de jeriquiti (4brus precatorius), chamada de abrina (SHARON; LIS, 2004).

Essas hemaglutininas, ricina e abrina, foram empregadas como modelos de
antigenos para estudos de imunologia e em 1890 Paul Ehrlich no Instituto Real de Terapia
Experimental, estabeleceu vérios dos principios fundamentais da imunologia, como a
especificidade de resposta de anticorpos, meméria imunoldgica e a transferéncia da
imunidade humoral de m3e para filho (SHARON; LIS, 2004).

O termo hemaglutinina foi sugerido pela primeira vez por Elfstrand em 1898,
utilizando este termo para todas as proteinas de vegetais que aglutinassem células (VAN
DAMME et al. 1998).

Em 1907, Landsteiner e Raubischeck observaram em estudos feitos com extratos
de vérias sementes a especificidade da atividade hemaglutinante em diferentes tipos
sanguineos € com isso corroboraram com Stillmark em seus primeiros resultados que falavam
sobre a certa seletividade que a ricina tinha em aglutinar eritrécitos de diferentes grupos de
animais (SHARON; LIS, 2004). Ainda em 1907, eles demonstraram pela primeira vez a
presenca de lectina ndo toxica em sementes de leguminosas. Depois deles, muitos outros
trabathos demonstraram hemagtutininas com efeitos ndo-téxico, e com isso, a idéia de lectinas
de vegetais tenham efeito toxico deixou de ser pregada (VAN DAMME et al. 1998).

James Sumner em 1919 obteve a primeira lectina pura isolada de sementes de
Canavalia ensiformis, a qual ele chamou de concanavalina A (ConA), porém, a primeira
demonstragdo da especificidade desta lectina por agucares foi feita em 1936 por Sumner e
Howell, quando observaram que a hemaglutinag@o da concanavalina A foi inibida na presenca

de sacarose. Eles sugeriram que a hemaglutinacdo da ConA fosse consequéncia da reaggo das
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proteinas vegetais com carboidratos na superficie celular de eritrocitos (SHARON; LIS,
2004).

Na década de 1940 Renkonen e Boyd descobriram que algumas hemaglutininas
mostravam especificidade por células vermelhas de determinado tipo sanguineo humano. Eles
observaram que a atividade hemaglutinante era especifica para os diferentes grupos do
sistema ABO, onde os eritrécitos aglutinavam na presenca de algumas aglutininas e outros
ndo (VAN DAMME et al. 1998; SHARON; LIS, 2004).

Nowell em 1960 descobriu a capacidade da fitohemaghutinina (PHA) do feijdo
vermelho (Phaseolus vulgaris) de estimular a mitose de linfocitos. A descoberta da atividade
mitogénica desta lectina revolucionou os estudos sobre imunologia, j4 que se pensava, até
entdo, que os linfécitos eram células incapazes de se dividir ou se diferenciar. Logo depois,
varios estudos mostraram atividade mitogénica de outras lectinas, evidenciando que a
atividade mitogénica resulta da ligaco das lectinas a agticares presentes na superficie celular
dos linfécitos, mostrando seu papel biolégico (SHARON; LIS, 2004).

A presenca de hemaglutininas em animais foi observada cedo, porém, a maioria
dos trabalhos era com invertebrados ou vertebrados inferiores e até meados de 1970 apenas
trés trabalhos foram publicados com hemaglutininas isoladas e caracterizadas dos seguintes
animais: caranguejo-ferradura, caracol e com enguia (SHARON; LIS, 2004).

Embora o interesse nas lectinas fosse cada vez maior, apenas em 1966 que houve
primeiro registro de lectina de algas, onde verificando a atividade hemaglutinante de extratos
de algas marinhas utilizando eritrocitos humanos, Boyd e colaboradores observaram que 11
espécies apresentaram atividade hemaglutinante e que essa atividade ndo era especifica aos
grupos sanguineos testados (BOYD et al., 1966).

Em 1975 Blunden, Rogers ¢ Farnham fizeram um trabalho com mais de 100
espécies de algas objetivando visualizar hemaglutininas em algas secas e trituradas, no
entanto, somente 19 espécies apresentaram atividade hemaglutinante de maneira nfo
especifica em eritrécitos humanos dos grupos ABO. Eles também observaram se havia
diferenca entre o tipo de secagem das algas, natural ou em estufa, e concluiram que néo havia
diferenca na atividade hemaglutinante em ambos os processos (BLUNDEN; ROGERS;
FARNHAM, 1975).

Embora os trabalhos com lectinas de algas estivessem aumentando, no Brasil,
somente em 1991 que se observaram aglutininas isoladas de algas marinhas, através de

estudos feitos com espécies de algas marinhas coletadas no estado do Ceard (AINOUZ;

SAMPAIO, 1991). :
‘g SLC n‘
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1.1.2 Defini¢des

A primeira defini¢do para lectina foi proposta por Boyd e Shapleigh em 1954.
Eles usaram termo lectina do latim “legere”, que significa “selecionar” para classificar um
grupo de proteinas isoladas de plantas superiores capazes de aglutinar células e/ou
precipitarem polissacarideos e glicoprotéinas (SHARON; LIS, 2004).

Goldstein e colaboradores. (1980) definiram as lectinas como sendo proteinas ou
glicoproteinas de origem ndo-imune que aglutinam células e/ou precipitam glicoconjugados.
O termo “de origem ndo-imune” é devido a algumas lectinas estarem presentes no sistema
imunolégico, porém a sintese da lectina nfio se d4 em resposta a um estimulo do mecanismo
de defesa, o que as diferencia de enzimas e imunoglobulinas, além do que as lectinas podem
ser isoladas de microrganismos que sfo desprovidos de sistema imunoldgico, como as
bactérias (SHARON; LIS, 2004).

Ap6s a combinagdo de muitas definigbes, Sampaio em sua tese de doutorado
definiu lectinas como sendo, em geral, proteinas de origem ndo imune que se ligam e/ou
precipitam carboidratos e glicoconjugados, sendo a atividade ligante reversivel ndo covalente
a carboidratos e substédncias que os contenham, livres em solucio ou na superficie celulares,
ndo alterando a estrutura covalente das liga¢Ses glicosidicas (SAMPAIO, 1997).

A defini¢8o mais utilizada até hoje € a proposta por Peumans e Van Damme que
diz que lectinas ou aglutininas séo proteinas ou glicoproteinas que possuem pelo menos um
dominio ndo catalitico que podem se ligar de maneira especifica e reversivel a mono ou
oligossacarideos, capazes de aglutinar eritrécitos ou outras células ndo apresentando atividade
enzimatica contra os seus ligantes. (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

A Figura 1 mostra exemplos da interagfio entre uma lectina e um carboidrato.
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Figura 1. Representacfio esquematica da interagdo entre lectina-carboidrato na superficie celular (adaptado de
SHARON, LIS, 2004).

Peumans e Van Damme (1995) ainda classificaram as lectinas quanto a sua
estrutura dividindo-as em trés grupos: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas (Figura 2).
Merolectinas s@o proteinas que possuem um unico dominio de ligagdo a carboidratos, sdo
pequenas € por ser monovalentes sdo incapazes de precipitar glicoconjugados e aglutinar
células. As hololectinas representam o grupo de lectinas que possuem dois ou mais sitios de
ligacdo a carboidratos sendo idénticos ou muito homoélogos. S&o, por defini¢do, di ou
polivalentes, portanto capazes de aglutinar células e precipitar glicoconjuados. A maioria das
lectinas de plantas conhecidas se comporta como hololectinas. As quimerolectinas séo
caracterizadas por possuirem, além do sitio de ligacdo a carboidratos, outro sitio de ligagéo
que pode ter uma atividade catalitica bem definida, ou atividade biolégica, atuando
independentemente do sitio de ligagdo a carboidrato. Dependendo do nimero de sitios de
ligacdo a carboidratos as quimerolectinas podem se comportar como merolectinas ou
hololectinas, podendo ou nfo apresentar atividade hemaglutinante. Van Damme e
colaboradores (1998) sugeriram a introducfio de mais um grupo e lectinas, as superlectinas
(Figura 2). Como as hololectinas, as superlectinas possuem pelo menos dois dominios de
ligacdo a carboidratos, no entanto reconhecem actlicares estruturalmente diferentes. As
superlectinas podem também ser consideradas como um grupo especial composto por duas
quimerolectinas com dominios de ligagdo a carboidratos estruturalmente e funcionalmente

diferentes.
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Merolectina Hololectina Quimerolectina

Heveina Con Br PPL-2
PDB 1Q9B

Superlectin

@ @ ~=Dominio de ligacdo a carboidratos
o»><__ = Dominio catalitico

Tulipa

Figura 2. Representagfo esquematica de merolectinas (heveina — PDB: 1Q9B), hololectinas (Con Br — PDB:
1AZT), quimerolectinas (PPL-2 — PDB: 2GSJ) e superlectinas ainda nfo tem representantes com a sua estrutura
tridimensional elucidada.

1.1.3 Ocorréncia

As lectinas sfio ubiquas na natureza sendo encontradas na maioria dos organismos
que vdo desde virus e bactérias a plantas e animais (LIS; SHARON, 1998). Lectinas foram
isoladas de organismos como do coral Gerardia savaglia (BALZARINI, 2006), em
cianobactéria Oscillatoria agardhii (SATO et al., 2000), da microalga de dgua doce Chlorella
pyrenoidosa (CHU; HUANG; LING, 2006), de anelideo marinho Serpula vermicularis
(MOLCHANOVA et al, 2007); do bivalve marinho Macoma birmanica (ADHYA;
SINGHA; CHATTERIJEE, 2009), da hemolinfa do camarfio Fenneropenaeus merguiensis
(RITTIDACH; PAIJIT; UTARABHAND, 2007), dos ovos do teledsteo Tribolodon brandti
(JIMBO et al., 2007), de insetos como da mosca doméstica musca domestica (CAO et al.,
2010), de frutos como a banana (SWANSON ez al, 2010) e também pode-se evidenciar
lectinas diferentes isoladas do mesmo organismo como no pepino do mar
(Echinodermata:Holoturoideae) Cucumaria echinata, onde quatro lectinas dependentes de
calcio foram isoladas e caracterizadas deste invertebrado marinho (HATAKEYAMA et al,
1994).



18

Embora tenha aumentado o numero de estudos de lectinas isoladas de diferentes
organismos, a maioria dos estudos ainda se concentram em lectinas isoladas de sementes de
plantas. Entretanto, elas ndo sfo restritas a sementes, podendo ser encontradas em folhas,
caules e frutos (VAN DAMME; PEUMANS, 1990). Em plantas, as lectinas podem atuar
contra micro-organismos fitopatogénicos e insetos, bem como contra animais herbivoros.
Também se pressupde que as lectinas estdo envolvidas na relagdo simbiotica entre as plantas
leguminosas e as bactérias fixadoras de nitrogénio (SHARON; LIS, 2004). Por outro lado,
podem reagir com metabdlitos secundérios, servir como carreadoras de moléculas
hidrofébicas, como alguns hormdnios vegetais, € podem estar envolvidas no processo de
defesa da plantuta durante a fase de maturagio (DELATORRE, 2007).

1.2 Algas

Algas sdo organismos constituem um grupo bem heterogéneo de vegetais que
podem ser procariontes ou eucariontes, uni ou pluricelulares (RAVEN; EVERT;
EICHHORN, 2007). As macroalgas, algas pluricelulares, eucariontes e autétrofas, podem ser
classificadas quanto & predomindncia de pigmentos fotossintéticos, Cyanobacteria (algas
azuis), Chlorophyta (algas verdes), Rhodophycophyta (algas vermelhas), Heterokontophyta
(algas pardas) (ALGAEBASE, 2010).

Na natureza, as algas estdo amplamente distribuidas, sendo encontradas em
ambientes marinhos, de 4dgua doce ou terrestre. S&0 os maiores contribuintes para a
produtividade dos ecossistemas, nos locais em que se desenvolvem, desempenhando papel
ecologico comparavel ao das plantas nos habitats terrestres. (RAVEN; EVERT; EICHHORN,
2007).

As algas marinhas sdo a base da cadeia alimentar nos oceanos e sdo responsaveis
por quase a metade da fotossintese que acontece no planeta (DAY et al., 1999) além de serem

fontes ricas de compostos com alto potencial biotecnolégico (CARDOSO et al., 2007).
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1.2.1 Algas marinhas vermelhas

Na divisdo Rhodophyta soma-se mais de 6000 espécies, sendo a grande maioria
marinha € apenas cerca de 200 espécies duciaquicolas, podendo crescer em rochas ou sobre
outras algas (ALGAEBASE, 2010).

As algas vermelhas sdo fonte de dgar, um polissacarideo sulfatado composto por
moléculas de galactose e que € bastante utilizado na industria alimenticia na fabricac¢do de
cremes, geléias, gelatinas, e farmacéutica sendo usados como dispersantes em drogas,
emulsificantes. Além do Agar, algumas algas vermelhas também s#o ricas no polissacarideo
carragenana que ¢ utilizada como agente gelificante, estabilizante, emulcificante (RIVIERS,
2006).

1.2.2  Amansia multifida

A alga marinha vermelha Amansia multifida J. V. Lamouroux pertencente ao Filo
Rhodophycophyta, Subfilo Eurhodophytina, Classe Florideophyceae, Subclasse
Rhodymeniophycidae, Ordem Ceramiales, Familia Rhodomelaceae, Tribo Amansieae,
Género Amansia. Existem 43 espécie, porém atualmente apenas 12 estdo aceitas
taxonomicamente (AMANSIA multifida, 2010).

Essa alga ocorre em todo litoral sendo encontradas na regido do meso-litoral, com
modo de vida séssil, fixadas no substrato (DANTAS, et al, 2006).

1.3  Lectinas de macroalgas marinhas

Em comparacdo aos estudos realizados com lectinas de plantas terrestres, poucas
lectinas de macroalgas tém sido isoladas e caracterizadas, seguindo um ritmo lento desde a
primeira demonstragdo em 1966 por Boyd da atividade hemaglutinante em extratos de algas
(Boyd 1966). Isto se deve, em parte, & dificuldade de se obter quantidade de lectinas que
sejam suficientes para os estudos (ROGERS; HORI, 1993).

A grande maioria das lectinas de macroalgas sdo monomeéricas com baixo peso
molecular (ROGERS; HORI, 1993; OLIVEIRA et al, 2002) e a atividade hemaglutinante da
maioria destas lectinas é inibida por glicoproteinas e aguicares complexos. Espécies de

macroalgas tais como Bryothamnion seafortii € B triquetrum (AINOUZ et al. 1995), Amansia
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multifida (COSTA et al., 1999), Bryopsis hypnoides (NIU et al., 2009), B. plumosa (HAN et
al., 2010), Tichocarpus crinitus (MOLCHANOVA et al., 2010) possuem lectinas que ndo
dependem de cétions divalentes para expressar a atividade hemaglutinante, no entanto, outros
trabalhos ja exibiram que algumas algas, tanto vermelhas como a P. filicina (SAMPAIO,
ROGERS; BARWELL, 1998b) e algas verdes, por exemplo, U. lactuca (SAMPAIO,
ROGERS; BARWELL, 1998a) que dependem de c4tions divalentes como Ca** Mn®*, Mg*".

Mesmo com o aumento significativo no nimero de trabalhos referentes a lectinas
de macroalgas marinhas, as informacgbes bioquimicas e estruturais sfdo escassas, € as
informagGes estruturais jd existentes apontam uma grande variedade de familias de lectinas
nas diferentes espécies de macroalgas marinhas (CALVETE et al, 2000), e entre essas
espécies investigadas estfio as algas verdes Enteromorpha prolifera (AMBROSIO et al.,
2003), Ulva pertusa (WANG et al., 2004), Ulva limnetica (ISHIHARA; SHIMADA, 2009),
Bryopsis hypnoides (NIU et al., 2009), B. plumosa (HAN et al, 2010a; HAN et al., 2010b), as
espécies de algas vermelhas Ptilota filicina (SAMPAIO et al., 1998b), P. serrata (SAMPAIO
et al., 1999), P. plumosa (SAMPAIO et al., 2002), Eucheuma serra (KAWAKUBO et al.,
1999; HORI et al., 2007), Bryothamnion triquetrum (CALVETE et al., 2000), Hypnea
Jjaponica (HORI et al., 2000), H. musciformis (NAGANO et al., 2005a; NAGANO et al.,
2005b), H. cervicornis NAGANO et al., 2005a, NASCIMENTO et al, 2006), e Griffithsia sp
(MORI et al., 2005). Nenhuma dessas lectinas apresentou similaridade com lectinas de
plantas terrestres, exceto a Ultima que mostrou similaridade com a lectina de jaca (4drtocarpus
integrifolia).

Calvete e colaboradores (2000) sugeriram que a lectina de B. triguetrum (BTL)
pertence a uma nova familia de lectinas. Porém esta lectina possui sequéncia similar com as
sequéncias das isolectinas HJIA1 e HJA2 isoladas da alga H. japonica (HORI et al., 2000).
Por outra parte, foram relatadas diferencas estruturais entre lectinas das macroalgas marinhas
vermelhas H. cervicornis e H. musciformis encontradas na costa do nordeste brasileiro e a
lectina da alga H. japonica da costa do Jap@o, evidenciando que pode existir uma variedade de
lectinas entre espécies do mesmo género que habitam ecossistemas distantes (NAGANO et
al., 2005b). Embora o niimero de trabathos de caracterizacdo estrutural de lectinas de
macroalgas marinhas tenha aumentado, ainda h4 dificuldades na classificacdo funcional e
filogenética destas proteinas, pois as informagdes existentes estdo restritas a poucas espécies
(NAGANO et al. 2005a), sendo mais concentradas nas algas marinhas vermelhas. Na tabela 1
estdo listadas as caracteristicas bioquimicas das lectinas que foram isoladas de diversas

espécies de algas marinhas.



Tabela 1. Caracteristicas de lectinas isoladas de algas marinhas.

Especificidade Inibig#o por * Masa molecular aparente (Da) Deiending
Espécies por grupo Monossacaride 1 i Subunidades pl d P Ci ool Referéncias
sanguineo 5 Glicoproteina Filtragdo em gel =~ SDS-PAGE e Cations
Chlorophyceae
Boodlea coacta Ndo S/ manano 17.500 14-15.000 mondémero 4,9 - HORI et al.,, 1986
. *
f;zz’;f‘:fe . Nio i Msb ; 27.000 g 5-6 Néo NIU e al,, 2009
. HAN et at., 2010A
D-manose L- a-metil-D- A i
B. plumosa Ndo o vt e - 17.000 monémero 7,3 Nao HAN et at., 2010B
gz:‘r’fg:z " Néo mep 44.700 23.158 dimero : ” BENEVIDES e al., 2001.
: : Mep 13.360 s -
Codium adherens Ay GalNAc Btiloa 65.794 11.420 _ - ROGERS et al,, 1994
C. bursa Néo GalNAc NT 18.400 14.000 mondmero 3,47 Nao ROGERS; FLANGU, 1991
C. capitatum Ay GalNAc fxﬁﬁa 62.864 1132 %)321 - - - ROGERS et al,, 1994
A mep 13.983 - } X
C. effusum 1 GalNAc ok 86472 11.668 ) ROGERS et al., 1994
C. progile 55p Ay GalNAc NT 60.000 15.000 tetrdmero 3,8 Néo LOVELESS; ROGERS,
atlaticum 1985
Cfragile s Ay GalNAc NT 60.000 15.000 tetrimero 3,8 Néio LOVELESS, ROGHRS,
tomentosoides 1985
C. giraffa g? lﬁzc - - 17.800 monomero 6.4 Nio ALVAREZ-HERNANDEZ
v et al., 1999,
o Mep 12.765 13.551
C. platilobium - GalNAc {itulra 78.843 12.367 - - - ROGERS et al,, 1994
16.000 4,01-
C. tomentosum - GlcNAc NT - 15.000 - 4,64 - FABREGAS et al., 1988
Ulva lactuca Nio Lificose  Tepmsbficoids 8.370 17120 monbmero Sim SAMPAIO e al., 1998A

no
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Inibigdo por *

Masa molecular aparente (Da)

Especificidade Dependéncia
Eapecish por grupo Monossacarideo Glicoproteina Filtegin SDS-PAGE Sty dades p de Cétions Referéncias
sanguineo gel
Chlorophyceae
U. laetevirens Nio S/ mep,msb,z.lsnalom 29.800 19.180 mondmero Sim SAMEAIC, &rl.
sb, fucoidano 1996
U .pertusa Nao GlcNAc Tiroglobulina - 23.000 mondmero Sim %‘ng i
Enteromorpha a L-fucose manano 60.000%EPL1) 22.000 homodimero Nao AMBROSIO et al.,
prolifera D-manose fucoidano 59.500%(EPL2) 20.000 homotetrimero Sim 2003
Rhodophyceae
Agardhiella tenera Néo S/1 NT 12.000 13.000 mondmero 6,1 Nio %%)MI e,
Amansia multifida Nio S/1 avidina 26.900 24.500 mondémero %’255_ Niéo COSTA et al., 1999
Bryothamnion = fetuina. mep 2 AINOUZ et al.,
seaforthii Néo S/1 siding 4.500 - mondmero - Nio 1995
AINOUZ et al,,
; fetuina. mep 1995
B. triquetrum Nio S/1 avidina 3.500 - monémero - Nio CALVETE et dl.,
2000
Carpopelsis Néo s/l manana 25.000 25.000 mondmero 6,66, : HORI et al., 1987
Sabellata
Cascosionaem Néio S/ NE 12.500 6.000 dimero 56 Nio KAMERA Sl
purpureum 1980
Enat:ocquiza Nio GalNAc mucina porcina 24.700 16.072 dinard i Sim BENEVIDES et al.,
duperreyii rafinose 1998
Eucheuma
; Nso S/1 : , ” Néo KAWAKUBO et
aEmakusaeIzszs Nio S/ tiroglobulina 25.000 29.000 mondémero Néio al,, 1999
. cottonii
. & manana 4,75- KAWAKUBO et
E. serra Nao S/1 trglobuling 25.000 29.000 monémero 4,95 Nio al., 1997
Georgiella confluens galinha S/1 Mep, fetuina 25.500 21.500 mondémero - Néo SOUSA et al., 2010
Sl - S/ ovalbumina 15.500 30.000 mondmero 4,7 . QAN ek ks
bursa-pastoris 1990
G. cornea galinha S/1 Fetuina, mep 66.000 57.000 monémero 43 Nio LIMA et al., 2005
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Especificidade Inibigdo por * Masa molecular aparente (Da) Dependéncia
Espécien ;)a(:: gl;upo Monossacarideo Glicoproteina Filtragho ca SDS-PAGE Subupidades p de Cétions Referénoias
guineo gel
Rhodophyceae
Mep,
G. ornata Néo S/I UG, 17.400 17.000 mondmeo 5.4 LEITE et al., 2005
asialofetuina,
tiroglobulina
I CHILES; BIRD
G. tikvahi Nio NeuNAc initt:idor trrl;r:‘ilna 150.000 A0 - 1
heS ok m: ‘ 24.900 DALTON et al,
1995
10.500 SHIOMI et al.,
G. verrucosa Nao S/ NT 41.000 12.000 tetramero 4,8 - 1981
Griffithsia sp NT Glu/Man NT 26.000 13.000 dimero - - MORI et al., 2005
Hop r.zea s Nao S/1 mep - 9.000 monémero - Néo HASCMENID =
cervicornis al., 2006
Hoprea. Néo S/ NT 11.000 9.000 monémero - Néo MAGANO Gt s
musciformis 2002
\ : 4.200 4.200 mondmero 4,3 HORI et al,, 1986
: . asialofetuina 8.400 4.200 dimero ND
Hypnea japonica Néo S/ : Niao HORI et al., 1990
asialo-transferrina 8.400 4.200 dimero ND HORI et al.. 2000
12.000 12.000 monémero  ND alas
Falmasiaponi Nio NeuNAc NE 43.000 20000 dimero 4,6 Nio If;?g“YA "l
mep msb
. : 18.500 ROGERS et al,
Plumaria elegans Nio S/ fetuma} 35.000 - “ - 1990
ovalbumina
Ptilota plumosa B pnp-o.-D- NT 65.000 65.500 i ROGERS et al.,
galactosideo 170.000 163.000 1977
pnp-a.-D-
P. plumosa B galactosideo S/I 52.540 17.440 trimero Sim 3(1)\01\;1}’/\[0 e
glicose
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Especificidade ok Masa molecular aparente
Espécies PaTExhpa el (Da) Subunidad I Repeaoincis Referéncias
sanguineo : ; Filtragdo em SDS- o p de Cétions e ?
Monossacarideo Glicoproteina
gel PAGE
Rodophyceae
Al - Sl Y 64.500 - - - Sim ROGERS et al., 1990
lactose msb
i penata Néo NPNAcGal Sieg. ST 55.470 18.390 trimero Sim SAMPAIO ef al., 1999
asialofetuin
Faiing Nao NPNAcGal me%'d:‘;“b' 56.900 19.320 trimero Sim SAMPAIO et al., 1998b
Solieria robusta - S/1 manano 23.000 29.000 mondmero 4,3 Nio HORI et al., 1988
manano
S. filiformis Néo S/1 avidina. 21.900 29.000 monomero Néo ?;EJEEVIDES St
ovalbumina
i bl GalNAc, o-
idalia obtusiloba lactose, D- 59.600 "
O galactose, - mep 78.900 15.200 dimero 4-5 Sim MELO et al., 2004
galactosamina
Tichocarpus Nio nédo Mep 41.000 mondmero 4,93 Nio 12\/(1)(1)(1)4 CHANON L, et al,
crinitus
Phaeophyceae
Fucus vesiculosus Msb, fetuina, 6 A ) FERREIROS; CRIADO,
- S/11 tiroglobina 2x10 - mondmero 32 1983

NT=N4o testado; S/I=Sem inibi¢Zo; ND= Nao determinado; *=inibidor principal; - = Sem informagfo; msb = mucina submaxilar bovina; mep = mucina de estdmago porcino;
NeuNAc = 4cido neuraminico; GIcNA¢ = N-acetil-glicosamina; GaINAc¢ = N-acetil-galactosamina; pnp = p-Nitrofenil; fucoidano = polissacarideo composto de fucoses sulfatadas;
NPNAcGal = Nitrofenil-N-acetil-galactose. amsb = asialomucina da glandula submaxilar bovina *Determinado mediante equilibrio de sedmentag#io.

Atualizado de NAGANO (2007)
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1.4 Aplicagdes na biotecnologia

Por possuirem sitios especificos de ligag@o aos carboidratos, as lectinas sfo capazes de
interagir com diversas moléculas dos fluidos biologicos e receptores de superficie celular,
agindo como decodificadores das informagdes entre moléculas, células e organismos. Além
disso, podem substituir os ligantes naturais e ativar as células, através das diferentes vias de
sinaliza¢do intracelular (SELL; COSTA, 2000).

As lectinas podem ser utilizadas para identificagfio de grupos sanguineos humanos, por
possuirem especificidade no reconhecimento dos antigenos dos grupos A, B ¢ O (BOYD;
SHAPLEIGH, 1954).

Algumas lectinas de plantas podem, de maneira indireta, ter agdo antiviral, por
exemplo, a presenga de lectinas inseticidas pode inibir e /ou diminuir a disseminagdo de
insetos e indiretamente doengas de transmisséo viral. (PEUMANS; VAN DAMME, 1995)

As presencas de hemaglutininas em algas marinhas podem ser utilizadas como
potenciais ferramentas para diferenciagdo de espécies em estudos de quimiotaxonomia, além
de ter outras aplicagbes na biotecnologia e farmacologia, aliado-as a caracteristicas
bioquimicas e morfolégicas (SAMPAIO et al., 1993).

Lectinas de algas marinhas sfio especialmente interessantes para aplicaciio bioldgica,
pois, em comparacio com as lectinas de plantas superiores, so moléculas menores, assim
induzem menor imunogenicidade, além de possuirem maior estabilidade quimica e térmica e
devido a alta seletividade para carboidratos complexos e glicoconjugados presentes na
superficie celular.

Algumas atividades biologicas de lectinas de algas estfio listadas na tabela 2
evidenciando as diversas aplica¢cdes dessas moléculas na biotecnologia. Além disso, esses
estudos mostram que as lectinas de algas possuem grande potencial na farmacologia e

biotecnologia.
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Tabela 2. Atividades bioldgicas de lectinas de macroalgas marinhas.

Aplicaciio biolégica

Referéncia

Atividade Antibiética
Euchema serra
Galaxaura marginata
Pterocladiella capillacea
Solieria filiformis

Atividade anti - HIV
Griffithsia sp

Atividade anti-inflamatéria

Amansia multifida
Caulerpa cupressoides
Hypena cervicornis

Atividade antinociceptiva
Amansia multifida
Bryotamnion seafortii

B. triquetrum

Caulerpa cupressoides
Hypena cervicornis
Pterocladiella capillacea

Atividade inseticida
Gracilaria ornata

Atividade mitogénica para linfocitos de ratos

Eucheuma serra

Inducdc da morte celular de células cancerigenas
Eucheuma serra

Inducfo da migracio de neutéfilos
Amansia multifida

Bryotamnion seafortii

B. triquetrum

Gracilaria caudata

Hypena cervicornis

Inibi¢io da formacio de biofilme
Bryotamnion seafortii
B. triquetrum

Liberacéo de 6xido nitrico
Bryothamnion seaforthii
Hypnea cervicornis

Reconhecimento de células cancerigenas
Bryotamnion seafortii
B. triquetrum

Regulador de resposta imunoldgica
Amansia multifida

LIAO et al., 2003

SILVA et al,, 2010
HOLANDA et al., 2005

MORI et al., 2005; BALZARINI, 2006

NEVES et al., 2007
VANDERLEI et al., 2010
BITENCOURT et al., 2008

NEVES et al., 2007
VIANA et al., 2002; VIEIRA et al.,2004

VANDERLEI et al., 2010
BITENCOURT et al., 2008
SILVA et al, 2010

LEITE et al, 2005

KAWAKUBO et al, 1997

SUGAHARA et al, 2001

NEVES ez al.,, 2001

FIGUEREDO et al., 2010

TEIXEIRA et al., 2010

LIMA, R.F. et al,2010
FIGUEREDO et al., 2010

PINTO et al., 2009

LIMA et al., 1998
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1.5 Caracterizaciio estrutural de lectinas macroalgas marinhas

Ha pouco mais de uma década, para se fazer estudos de caracterizagio estrutural era
preciso de uma quantidade substancial de proteina, pois o método utilizado para se obter a
sequéncia primdria era a degradagdio de Edman (STEEN; MANN, 2004). Este método
desenvolvido por Peter Edman além de requerer uma grande quantidade de proteina com alto
grau de pureza, também € necessario que haja residuos amino-terminal livre para que ocorra a
reacdo de Edman, por isso geralmente havia falhas no sequenciamento de aminoécidos por
causa de bloqueios do residuo amino-terminal ou por falha na purificagdo da proteina. Para
lectinas de algas a dificuldade era maior, pois o rendimento na purificacio dessas proteinas €
baixo (NAGANO et al., 2005a).

Com o desenvolvimento e a introdugéo de técnicas amenas de ionizacio, como a
eletronebulizagio (ElectroSpray Ionization ou ESI) (FENN ef al., 1989) e a dessorgdo a laser
assistida por matriz (Matrix Assisted Laser Desorption Ionization, MALDI) (HILLENKAMP
et al., 1991), estudos objetos de prémio Nobel em quimica em 2002, tornou-se possivel
analisar biomoléculas de véarios tamanhos moleculares, incluindo peptideos e proteinas e
impulsionaram a andlise de proteinas através de espectrometria de massa.

Durante a década de 1990 a espectrometria de massa passou a complementar a
degradacdo de Edman na caracterizagdo estrutural de proteinas. Neste método, as
biomoléculas séo ionizadas e sua massa molecular € medida. A molécula carregada (ion) tem
a sua razdo massa/carga (m/z) medida de acordo com a sua trajetéria em um campo elétrico
em sistema de vécuo. De modo simplificado, um espectrdmetro de massa € basicamente
dividido em trés partes, sendo: 1) fonte de ionizagdo, 2) analisador e 3) detector. Este método
€ muito mais sensivel (ftmol x pmol) e rdpido em relacdo & degradagdo de Edman (STEEN;
MANN, 2004).

Para caracterizagdo de lectinas de algas, sdo necessérias técnicas analiticas muito
sensiveis e com o desenvolvimento da espectrometria de massa surgiu uma nova e potencial

abordagem para se determinar estruturas primdrias de lectinas de macroalgas marinas.
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1.6  Ensaios de toxicidade com Artemia sp.

1.6.1 Modelo biologico

Artemia sp. (Figura 3) é um microcustaceo pertencente ao filo Artropoda, classe
Crustacea, subclasse Branchiopoda, ordem Anostrocata, familia Artemidae e género Artemia
(LEACH, 1819). A artémia possui duas estratégias reprodutivas, sendo uma sexualmente e a
outra através de partenogénese com formagdo de cistos resistentes (NUNES et al., 2006),
sendo a segunda estratégia a que facilita a dispersdo e favorecendo a sua ampla distribuicdo
entre os continentes, tornado essa espécie cosmopolita.

Seu habitat natural sfo lagos de 4guas salgadas e salinas, este organismo &
adaptado para a sobrevivéncia em &dguas que sofrem grandes variagSes de salinidade e
oxigénio dissolvido e se alimentam por filtragdo, sendo o filtro ndo-seletivo, 0 que permite
maior interagdo com meio.

As artémias sdo de fécil aquisi¢do, cultivo e manutengdo em laboratdrio e ainda
s@o sensiveis a varias classes de contaminantes. Esses fatores descritos fazem da artémia um
organismo muito utilizado e bem difundido em ensaios de toxicidade (VEIGA; VITAL, 2002;
NUNES et al., 2006).

Figura 3. Nauplio de Artemia sp.
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1.6.2 Teste de toxicidade

Ha trés tipos de sistema para realizar testes de toxicidade que sfo estatico, semi-
estatico e de fluxo continuo. O mais utilizado para teste de toxicidade agudo sdo os sistemas
de teste estdtico, que consiste em ndo haver troca da solug#io-teste no periodo em que os
organismos ficam em contato com a solugfo. Este sistema é recomendado para testes com
substéncias estdveis, quando o teste € feito tendo periodo curto de exposi¢cdo dos organismos a
solugio-teste, ou quando a espécie utilizada possui tamanho reduzido, impossibilitando o uso
do fluxo continuo, por provével perda (mortalidade e/ou escape) dos organismos na renovagéo
da solugdio (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008).

O teste de toxicidade aguda avalia os efeitos rapidos sofridos pelos organismos
expostos ao agente quimico, em curto periodo de tempo, geralmente de 24 a 96 horas. Por
conta da facilidade de execucéo, rapidez e por ser relativamente barato, os testes de toxicidade
aguda foram os primeiros a serem desenvolvidos e, por esse motivo, constituem a base de
dados ecotoxicologicos. Nestes ensaios geralmente sfio avaliados a mortalidade ou a
efetividade que pode verificar imobilidade ou algum tipo de comportamento apresentado
pelos organismos (BIRGE; BLACK; WESTERMAN, 1985). Em geral, procura-se fazer uma
estimativa da concentragfo-teste que cause efeito a mortalidade de 50 % da populagdo
exposta, durante um periodo de tempo determinado. Tal concentragdo corresponde & CE
(Concentragido Efetiva) ou CLsy (Concentracdo Letal Mediana), obtidas a partir de dados
quantais, como numero de vivos e de mortos (BURATINI; BERTOLETTI; ZAGATTO,
2004). A fase de nauplio I € utilizada nos testes de toxicidade, pois nesta fase os individuos
jé se alimentam do meio, o que nfo ocorre com os nduplios na fase I que possuem reserva de
vitelo, sendo assim, mais resistentes aos testes € ndo mostrando dados precisos (VEIGA;
VITAL, 2002).

1.6.3 Teste de toxicidade com Artemia sp.

O inicio da utilizagfio de testes de toxicidade no Brasil foi pela Companhia de
Tecnologia de Saneamento Ambiental do Estado de S@o Paulo (CETESB), por volta da
década de 80. Em 1985 o Centro de Pesquisas e Desenvolvimento (CENPES) da
PETROBRAS comecou a usar Arfemia sp. na avaliagdo da toxicidade de produtos derivados

do petrdleo e efluentes da industria do petroleo. Apds outras pesquisas avaliando a toxicidade
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de produtos dispersantes de Oleos, viram que a artémia é capaz de diferenciar marcas de
dispersantes comerciais quanto ao nivel de toxicidade e por isso em 1992 o Instituto
Brasileiro do Meio Ambiente (IBAMA) definiu que os fabricantes desses produtos sé
receberiam registro, se apresentassem laudo de avaliacdo de toxicidade de seus produtos
contra Artemia sp.. Além disso, o teste de avaliagdo de toxicidade. podem ser utilizados para
classificacdo e ordenag@o quanto nivel de toxicidade, permitindo selecionar entre produtos os
que possuem menor toxicidade que tenham a mesma finalidade (VEIGA;VITAL, 2002).

Considerando a facilidade de aquisi¢@o dos cistos, implantagio do teste, rapidez e
baixo custo, a artémia se enquadra como 6tima op¢o para avaliagdo preliminar da amostra,
como parte integrante de um conjunto de avaliagdes com outros organismos de outros niveis
troficos, ou se ndo houver possibilidade de se utilizar outros organismos em testes de
toxicidade (VEIGA; VITAL, 2002).

Por causa da suas caracteristicas intrinsecas, a artémia se torna um bom modelo
bioldgico para testes de toxicidade sendo utilizada em avaliag@io de toxicidade de diferentes
substancias, ndo somente de efluentes industriais (PIMENTEL et al, 2009), mas também de
extratos de plantas como, extratos de raizes e caules de Terminalia brownii, uma plana
comumente usada na Africa por curandeiros para doengas relacionadas ao trato digestério
(MBWAMBO et al., 2007), extratos da folha de Euphorbia conspicua (Euphorbiaceae)
(SANTOS et al, 2007), extratos de nim utilizados na medicina, cosmética e agricultura
(BEVILACQUA; SUFFREDINI; BERNARDI, 2008), extratos de folhas de Cassia grandis
(Leguminoaseae) (AWAL; ASHRAFUZZAMAN; HAQUE, 2009), extratos de diatoméaceas
(CALDWELL; BENTLEY:OLIVE, 2003), aldeidos extraidos de algas (TAYLOR;
CALDWELL; BENTLEY, 2005), agentes terap€uticos (NUNES; CARVALHO;
GUILHERMINO, 2006), lectinas de plantas (SANTOS et al., 2009). Esses trabalhos mostram
que a artémia € um organismo bem difundido na utilizag@o para teste de toxicidade.

Estudos mostram que a AML possui vérios efeitos biologicos interessantes como
a capacidade de induzir ou inibir linféeitos, agindo como um potencial regulador ndo
especifico de resposta imunoldgica (LIMA et al., 1998), indugdo da migrag@o de neutréfilos
em camundongos (NEVES et al, 2001) , potentes efeitos antinoceptivos, indicando grande
potencialidade como medicamento analgésico (NEVES et al, 2007). Considerando essas
informagdes, € interessante investigar o nivel de toxicidade da lectina de A. multifida visando

sua possivel utilizacdo na produgdo de biofiarmacos, por exemplo. Com isso, o presente



32

2 MATERIAL E METODOS

2.1  Algas marinhas

A alga marinha vermelha Amansia multifida foi coletada, nos substratos rochosos
do meso-litoral durante as marés de sizigia nas praias do Pacheco, municipio de Caucaia e
Fleixeiras, municipio de Trairi, Ceard, sendo entdo transportadas em sacos pldsticos para o

laboratério, lavadas com agua corrente, separadas de epifitas e estocadas a —20 °C.

2.2  Purificacio da lectina de Amansia multifida

2.2.1 Extracdo das proteinas

O protocolo de extracdo foi adaptado de Costa et al., (1999). As algas foram
desidratadas por liofilizagdo e trituradas em um moinho até a obtengfio de um pd fino,
denominado farinha. O material foi suspenso em uma solu¢éo tamp#o de fosfato 0,02 M, pH
7,0, com NaCl 0,15 M (PBS), na proporgéo de 1: 20 p/v e submetido 2 agitagéo constante por
quatro horas em temperatura ambiente. A suspensdo foi filtrada em tecido de nylon e o
filtrado foi centrifugado em uma centrifuga refrigerada a 7000 x g por 30 minutos 44 °C. O

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

2.2.2 Fracionamento protéico do extrato total

O extrato total foi submetido & precipitacdo protéica 70 % de saturacdo com
sulfato de amonio (Fracgio 0-70). O material ficou em repouso a temperatura ambiente por 16
horas, em seguida, foi submetido a centrifuga¢do (7000 x g por 30 minutos a 4° C). O
precipitado foi ressuspenso com menor volume de 4gua destilada possivel e em seguida
dialisado exaustivamente contra dgua destilada e posteriormente contra tampao fosfato 0,02
M, pH 7,0 para equilibrar a amostra para cromatografia de troca anidénica em coluna de DEAE

Sephacel.
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2.2.3 Quantificacdo das proteinas

A quantificag8io das proteinas totais soliiveis foi determinada 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 ap6s 10 minutos de repouso foi
feita a leitura da absorbdncia a 595 nm em um espectrofotdmetro de luz visivel. A
concentracdo das proteinas soliveis das amostras foi determinada wutilizando a curva padrio

feita com concentracGes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

224 Atividade hemaglutinante

O teste de detecgdo de atividade hemaglutinante foi realizado com eritrocitos de
coelho tratados com tripsina a 3 %. O sangue foi retirado de coelhos saudéaveis mantidos no
biotério do Departamento de Bioquimica da Universidade Federal do Ceara.

Os testes de atividade hemaglutinante foram realizados em placas de
microtitulacdo de 96 pogos com fundo em “V”. As amostras, em duplas seriadas, foram
diluidas em cada poco (1:2, 1:4, 1:8...) em Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M, em
seguida adicionou-se 50pL. da suspensdo de hemécias de coelho a 3 % em NaCl 0,15 M
tratado com tripsina a cada uma das dilui¢cdes. 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
hemaglutinacdo das hemacias foi detectada macroscopicamente. Os resultados foram
expressos em Unidades de Hemaglutinacdo (U.H.) que € o inverso da maior dilui¢do capaz de

apresentar hemaglutinacdo visivel.

2.2.5 Cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-Sephacel

A fragdo 0-70 foi submetida & cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-
Sephacel (1,5 X 15,0 cm) previamente equilibrada com o mesmo tamp&o. As proteinas que
ndo interagiram com a coluna foram lavadas com o tampdo de equilibrio e as proteinas
adsorvidas foram eluidas com o tamp#o de equilibrio adicionado de 1 M de NaCl. Fragdes de
aproximadamente 1,5 mL foram coletadas manualmente, sendo o fluxo obtido por gravidade,

e monitoradas a 280 nm.
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As fragcdes referentes a cada pico obtido foram reunidas, dialisadas
exaustivamente contra dgua destilada, e, entfio, liofilizadas. A atividade hemaglutinante, o
teor de protefnas soltiveis e a atividade especifica de todos os picos cromatogréficos foram

avaliados.

2.2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS

O grau de pureza e a estimativa da massa molecular aparente da AML foram
avaliados através de eletroforese em gel de poliacrilamida 15 % 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 adi¢io do
tamp&o, as amostras foram agitadas em vortex e aquecidas a 100 °C por 5 min. Em seguida,
foram aplicados 30 pg de amostra nos pocos. Um marcador com proteinas de massa
moleculares conhecidas (fosforilase B 97 kDa, BSA 66 kDa, ovoalbumina 45 kDa, anidrase
carbonica 29 kDa, 20,1 kDa, inibidor de tripsina, a-lactoalbumina 14,4 kDa) foi usado como
padréo para referéncia.

A eletroforese foi realizada no sistema Mini-Protean II mini-gel (Bio-Rad) com a
voltagem de 150 V, poténcia de 5 W e amperagem de 35 mA. O tampéo usado para a corrida
da eletroforese continha Tris 0,025 M, pH 8.8, glicina 0,192 M e SDS 0,1 %.

Apos a corrida da eletroforese, o gel foi corado com uma solugo de Coomassie
R-256 a 0,05 %, solubilizado em metanol, &cido acético e dgua seguindo a proporgio de 1:3,
5:8 (v/v), por pelo menos duas horas. O gel foi descorado usando a uma solugio descorante
contendo todos os solventes contidos no corante na mesma propor¢ao.

Todos os passos do processo de purificagdo estfio resumidos na Figura 4.
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COLETA DAS ALGAS

sLimpeza;
*Liofilizacao;
*Trituragdo.

EXTRATO TOTAL

*Agitacdo 4h;

*Tampdo Fosfato 20mM pH 7,0 com NaCl 0,15M 1:20 (p/v);
*Filtragdo em tecido de nylon;

*Centrifugacdo 7.000 x g, 4°C, 30 min.

PRECIPITADO
DESCARTADO

SOBRENADANTE (PRECIPITAGAO PROTEICA)

*70% de saturagdo com (NH,),50;,
*Repouso overnight;
°Centrjfug;c50 7.000x g, 4°C, 30 min.

PRECIPITADO (F 0 - 70) SOBRENADANTE
DESCARTADO

*Ressuspendido;
¢Dialisado;
*Equilibrado em tampao Fosfato 20mM, pH 7,0.

CROMATOGRAFIA (DEAE-SEPHACEL)

*Equilibrada com tampao Fosfato 20mM, pH 7,0;
*Pico retido eluido com tampdo de equilibrio com NaCl 1M.

ELETROFORESE (SDS-PAGE)

Figura 4. Protocolo de purificagdo da lectina da alga marinha vermelha Amansia multifida adaptado do
protocolo descrito por Costa ef al., (1999). Em vermetho, os passos que foram modificados. Em azul, os passos

iguais nos dois protocolos.

2.3 Caracterizagio por Espectrometria de Massa

2.3.1 Determinac¢do da massa molecular por Espectrometria de Massa

A massa molecular da AML foi determinada pela andlise da proteina intacta

através da ionizagdo por eletronebulizacio € os ions foram injetados em um instrumento
hibrido Synapt HDMS (Q-IMS-o-ToF Synapt HDMS, Waters) com uma resolugéo de 10.000

e uma precisdo de 10 ppm.
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A proteina foi solubilizada em uma solugo de acetonitrila 50 % contendo 4cido
férmico a 0,1 %, na concentragdo final de aproximadamente 10 pMol de proteina. A amostra
foi aplicada em um fluxo de 2 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 maximizag¢do da entropia
(FERRIGE et al., 1992).

2.3.2 Sequenciamento por espectrometria de massa

As bandas eletroforéticas foram excisadas, descoradas, desidratadas e submetidas
a digestdo com solugfo de tripsina ou quimiotripsina na proporgéo 1: 50 (enzima: proteina)
overnight 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 de
particula) equilibrada com 4cido férmico 0,1% acoplado a uma fonte nano-spray de um
espectrometro de massa (Synapt HDMS system-Waters Corp., Milford, USA). Nos
experimentos de LC-MS/MS foi utilizado a funcdo DDA (andlise direta de dados)
selecionando os fons precursores duplamente ou triplamente protonados, que foram
fragmentados por dissociacdo induzida por colisdo (CID) utilizando uma rampa de energia de
colisdo que variou de acordo com o estado de carga e a relagéio massa/carga do fon precursor.
A faixa de m/z dos espectros de MS foi 300 a 3000. Os espectros de MS obtidos durante a
cromatografia dos 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
bancos de dados utilizando a ferramenta Mascot MS/MS ion search a qual utiliza como
pardmetros a massa dos fons precursores e o padrdo de fragmentagio dos mesmos. Para os
fons ndo identificados pelos programas de busca, foram realizados através da interpretagdo
manual dos espectros de fragmentaco (sequenciamento De novo).
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2.4 Ensaio de toxicidade com Artemia sp.

O ensaio de toxicidade foi adaptado da metodologia descrita por Veiga e Vital
(2002). O calculo da CLso foi feito com o programa estatistico TSK (Trimmed Spearman-
Karber) bem como confianca de 95% (HAMILTON et al.,1977) e ap6s a obtengdo dos
valores de CLso, esses valores foram comparados por teste T de Student com dados ndo
pareados, utilizando o programa estatistico GraphPad Prism 3.0 onde foi verificada se houve
diferenga estatisticamente significativa entre efeito téxico do extrato total (ET), fracdo
protéica (FI) e da AML, adotando 95 % de confianca. O esquema do teste de toxicidade estd

representado na Figura 5.

W v Niuplio de — g;{o c"')m A
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Determinacdo da Clso Contagem dos

nduplios mortos

Figura 5. Representacdo do teste de toxicidade agudo com néuplios de Artemia sp.

O teste feito foi do tipo estético, sem renovagdo de agua, esse tipo de teste € o
mais utilizado para teste de toxicidade agudo, no qual, os organismos ficam em contato com a
solucdo testada. Esse sistema € recomendado para testes com substancias estaveis, quando o
teste € feito tendo periodo de exposi¢do do curto dos organismos a solugfo testada, ou quando

a espécie utilizada no teste tem tamanho reduzido (ZAGATTO; BERTOLETTL 2008).
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2.4.1 Obtencdo dos nduplios I

Os cistos de artémia foram adquiridos em lojas de aquério. Para obten¢do dos
nauplios pesou-se 30 mg de cistos que foram hidratados durante uma hora em 4gua destilada
sob aeragdo constante. Esse procedimento permite que os cistos desidratados, que possuem
forma bicdncava, passem a apresentar uma forma mais esférica e dessa forma sofrer melhor a
acdo do hipoclorito de s6dio (agente desencapsulante).

Apé6s a hidratag@o os cistos passaram por um tratamento com hipoclorito de sodio na
concentragdo de 50 %, sob agitacdo constante, até passarem da cor marrom para a cor
alaranjada. O hipoclorito de sédio além de diminuir da camada do corion, facilitando a
eclosdio, também promove a assepsia dos cistos.

Ao atingirem a cor alaranjada os cistos foram imediatamente lavados com agua
corrente, sem deixar residuos do agente desencapsulante para que a solugdo de hipoclorito de
sédio ndo atingisse o embrifio, e depois com 4gua destilada e transferidos para um recipiente
com fundo conico com 4gua do mar filtrada, recebendo aeragfio constante, e apds 48 h, os

nduplios estavam na fase I, prontos para serem utilizados nos testes de toxicidade.
242 Teste de sensibilidade

Foi realizado um teste de sensibilidade utilizando SDS (Dodecil Sulfato de
Sédio), para verificar se os organismos utilizados estavam dentro do padrfio de sensibilidade
descrito (VEIGA; VITAL, 2002). As concentragdes usadas no teste foram 9, 12, 16, 21, 27, ¢
35 mg.L™", sendo obtidas a partir da dilui¢io de uma solugo estoque com concentragdo de 1,5
g.L"". Para controle do teste, foi utilizado apenas dgua do mar filtrada. O teste foi feito em
triplicata e cada réplica recebeu 10 nduplios na fase II. Em 24 horas foi determinada a CLso

contando os nduplios mortos com auxilio de uma lupa.
2.4.3 Teste de toxicidade

O extrato total, a fracdo 0-70 e a AML liofilizado, foram solubilizados em 4gua do
mar obtendo-se uma soluc#o estoque na concentragio de 500 pg.mL™" e a partir dessa solugio
estoque fez-se diluigdes obtendo as concentragdes de teste (1, 5, 10, 50 e 100 pg.mL™). Para

controle utilizou-se apenas dgua do mar filtrada. Todas as concentragdes e o controle foram
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feitos em triplicata e repetido quatro vezes. Em cada réplica foram adicionados 10 nduplios na
fase IL.

O ensaio foi montado em placas de acrilico estéreis com 24 pogos, sendo
verificada a mortalidades dos nauplios a cada 24 horas com auxilio de uma lupa.

O tempo de duragdo dos testes foi de 72 horas, sendo que a cada 24 horas
contados os niimeros de nauplios mortos com o auxilio de lupa. Para a aceitabilidade do teste

admitiu-se 10 % de mortalidade no controle.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Purificacéio da lectina da alga marinha

3.1.1 Cromatografia de troca iGnica

A cromatografia de troca iOnica estd apresentada na Figura 6. Duas fragGes
distintas foram observadas e ambas apresentaram atividade hemaglutinante contra eritrécitos
de coelho tratados com tripsina, seguindo o mesmo perfil apresentado por Costa ef al. (1999),
onde a fragéo PI apresentou maior atividade hemaglutinante especifica (Tabela 3).

O fator de purifica¢@io da lectina obtida na cromatografia de troca i6nica em gel
DEAE-Sephacel apresentou um valor de 12,7 vezes, aproximadamente o dobro do valor

descrito por Costa et al., (1999) (Tabela 3).
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Figura 6. Cromatografia de troca i6nica em coluna com gel DEAE- Sephacel da fracdo 0-70% de Amansia
multifida. A fragdo 0-70% equilibrada em tampdo fosfato 20 mM pH 7,0 foi aplicada em uma coluna de DEAE-
Sephacel (1,5 x 15,0 cm) previamente equilibrada com o mesmo tampdo. A frac@io ndo retida foi eluida com o
tampéo de equilibrio e a fragdo retida foi eluida com o tampéo de equilibrio acrescido de 1M de NaCl com o
fluxo obtido por gravidade.
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Tabela 3. Tabela de purificacéo da lectina da alga marinha vermelha Amansia multifida

DAtividade JAtividade
Fraci Dproteinas /i Hemaglutinante “Fator de
racdo Hemaglutinante . & 5
(mg/mL) (UH/mL) especifica Purificacdo
(U.H./mgP)
Extrato total 0,071 8.192 115.223 1,0
Fracdo 0—70% 0,092 16.384 177.506 15
Fragdo PI DEAE 0,022 32.768 1.460.194 12,7

1) Concentragdo de proteinas soluveis (BRADFORD, 1970); 2) Atividade hemaglutinante (U.H/mL.);
3)Atividade hemaglutinante especifica (UH/mgP), sendo a relagdo entre a atividade hemaglutinante total € a
concentragéo de proteinas; 4) Fator de purificagéo calculado a partir da relagdo entra atividade hemaglutinante
especifica do extrato total e aquela de cada passo seguinte.

3.1.2 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS e estimativa das

subunidades

A homogeneidade da lectina foi determina por eletroforese em gel de
poliacrilamida em presenca de SDS (SDS-PAGE). A lectina obtida na fragdo PI da
cromatografia de troca idnica mostrou apenas uma banda protéica de aproximadamente 29
kDa tanto na presenga quanto na auséncia de um agente redutor (Figura 7), estando de acordo
com os resultados obtidos por Costa et al., (1999); e apresenta semelhanga com a massa
molecular das lectinas isoladas das algas do género Eucheuma (KAWAKUBO et al., 1997;
KAWAKUBO et al., 1999).
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Figura 7. Eletroforese em gel poliacrilamida (SDS-PAGE). 1- Marcadores moleculares (fosforilase B 97 kDa,
BSA 66 kDa, ovoalbumina 45 kDa, anidrase carbonica 29 kDa, 20,1 kDa,inibidor de tripsina, a-lactoalbumina
14,4 kDa); 2- AML em condigdes ndo redutoras; 3- AML reduzida na presenga de f-marcaptoetanol.
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3.2  Caracterizaciio por Espectrometria de Massa

3.2.1 Determinacdo da massa molecular

A massa molecular do fon majoritario da AML determinada por espectrometria de
massas com ionizagdo por eletronebulizacdo foi de 28.385 +2 Da (Figura 8), O valor
encontrado € bastante préximo ao da massa molecular aparente determinada por eletroforese
em gel de poliacrilamida (Figura 7). A informac#o obtida por espectrometria de massa é mais
precisa devido ao possivel erro esperado ser de apenas 2 Da, enquanto que os dados obtidos
por eletroforese pode ser influenciada por alguns interferentes como a hidrofobidicidade,
natureza da composi¢@o de aminoécidos e coeficiente hidrodindmico da molécula.

Além do ion majoritario de 28.385 Da, ions de intensidades menores foram
observados (28.361, 28.733, 28.753, 28.771, 29.657 e 29.686 Da) como mostrados na Figura
8. Costa e colaboradores (1999), utilizando a técnica de focalizagéo isoelétrica, evidenciaram
a presenca de cinco isoformas da AML. Em vista disso, os ions com diferentes valores de
massa observados nos experimentos de ESI-MS podem corresponder as diferentes isoformas
da AML. Alguns desses valores de massa podem corresponder a aductos de sédio ou potéssio,
que ionizam o analito (A) e dessa forma apresentam um acréscimo de valores de massa

correspondente ao aducto (A+Na" ou A+K") (GRIFFITHS et al., 2001).
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Figura 8. Anélise por Espectrometria de massas com ionizagdo por Eletronebuliza¢do. Espectro de Massa
deconvoluido mostrando a massa da lectina da Amansia multifida.

A massa molecular da AML € semelhante & massa molecular medida por ESI-MS
da isolectina ESA-2 (27.949 Da) isolada da alga marinha E. serra (HORI ef al., 2007).

3.2.2 Sequenciamento por espectrometria de massa

Os conjuntos de dados das digestSes enzimdticas com tripsina e quimiotripsina da
AML néo apresentaram identificagdo significativa nos padrdes de fragmenta¢do dos espectros
de massas quando comparados com as informagdes dos bancos de dados de lectinas. A
identificaco dos fons e a obtengc@io de algumas sequéncias de aminoé4cidos dos peptideos
foram determinadas através da interpretacio manual dos espectros de fragmentagdo (Tabela
4).

O somatdrio das massas dos peptideos encontrados foi de 13.307 Da. A relagdo do
somatorio das massas em respeito & massa molecular da AML (28.385 Da), corresponde a

46,88 % da sequéncia completa da lectina.
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Tabela 4. Massas moleculares e sequéncia de aminoacidos dos peptideos da lectina de Amansia multifida oriundos
da digestdo com tripsina (T) e quimiotripsina (Q)

Massa molecular (Da)* Diferenga de

Peptideo Sequéncia de aminoécidos

Medida Calculada massa (Da)
Tl 2.688,3245 2.688,3196 0,00 YTLQNQWGGSSAPWNAAGLWVLGGR
T2 1.069,4951 1.069,5080 0,01 YSGEGPIGYK
T3 1.177,5028 1.177,5073 0,00 TFDGTMTYSR
T4 2.684,1843 2.684,2368 0,05 YDVDNQWGGSSAPWHAGGLDAVIGGR
T5 930,4844 930,5386 0,05 VVAVDLTSK
T6 1.524,6263 1.524,6359 0,01 DGNASFEGTMTYSR
T 1.626,7711 1.626,7904 0,02 SAPWNQAGVWALGDR
T8 943,4443 943,4875 0,04 AGVWALGDR
T9 774,4924 774,4924 0,00 EGPIGFR
T10 973,4712 973,4981 0,03 AGSWLLGDR
Q1 1.598,6877 1.598,7036 0,02 TGDMQYEREGPLGF

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

No sequenciamento foram detectadas sobreposi¢des de sequéncias dos peptideos
T3 e T2 onde ha uma substituicdo do aminoacido G/R, e na sequéncia dos peptideos T6 e Q1,
também ha sobreposicdo e substituicdo dos aminoacidos D /T, T/D e S/E. Essas sobreposi¢des
com substituicdes indicam a presenga de isoformas (Figura 9), resultado também descrito por
Costa e colaboradores (1999) quando detectaram essas isolectinas por focalizacdo isoelétrica.

Comparando a sequéncia parcial de aminodcidos da lectina da A. multifida com a
da lectina da E. serra 2 (P84331.1) (HORI et al, 2007) , encontrou-se 79 % de identidade.
Por outro lado, as sequéncias dos peptideos da AML apresentaram alta homologia de
sequéncia com outras lectinas da familia da bactéria do solo Myxococcus xanthus (HORI et
al., 2007) que incluem além da lectina ESA-2, a lectina da cianobactéria Oscillatoria aghardii
(SATO et al., 2000, SATO; HORI., 2009).

Esse elevado grau de identidade também pode justificar as semelhancas das
caracteristicas bioquimicas entre essas lectinas como estabilidade da proteina em uma ampla
faixa de pH, possuirem afinidade para oligdmeros de manose (KAWAKUBO et al., 1999), e
por ndo dependerem de cations divalentes para atividade hemaglutinante, sendo esta ultima

bastante comum entre lectinas de algas marinhas (Tabela 1).
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ESA X AML

ESA 01 GRYTVONQWG GSSAPWNDAG LWILGGRGNQ NVMAVDVNSS DGGANINGTM TYSGEGPIGY
AMI: {T1) YTLONQWG GSSAPWNAAG LWVLGSR (T2) YSGEGPIGF
(T3) DGNASFEGTM TYSR

ESA 61 KGARRGESNV YDVENQWGGS SAPWHAGG-Q FVIGSRSGQG VLAVNITSSD GGKTLTGTMT

AML K (T4) YDVDNQWGGS SAPWHAGGIQ AVIGGR (T5)VVAVNITSK (T6)TFDGTMT

(Q1) TGDMQ

ESA 121 YEREGPIGFK GTQSGGDTYN VENQWGGSSA PWNKAGIWAL GDRSGQAMIA MDVSSSDGGK
AMI, YSR (T7) SA PUNKAGVWAL GDR
YEREGPIGF (T8)AGVWAL GDR

ESA 181 TLEGTMQYKG EGPIGFRGKL SGANNYSVEN OWGGSSAPWN AAGDWLIGDR HNONITAVKV
AML (T9) EGPIGFRGK (T10)AGSWL-IGDR

ESA 241 SSDNDGKNLD GTCTYEREGP IGFKGVATS
AMI,

Figura 9. Alinhamento das sequéncias de aminoacidos da lectina de Eucheuma serra (ESA, P84331.1) e peptideos
da lectina de Amansia multifida (AML). As sequéncias em preto representam sequéncias similares. Os peptideos
provenientes da digestdo com tripsina (T) e quimiotripsina (Q) esto representados entre parénteses.

3.3 Teste de toxicidade
3.31 Teste de sensibilidade

As CLsp encontradas ficaram sempre dentro do valor de referéncia, tendo valor
médio de 15,17 mg.L’l. Para a aceitabilidade do teste de toxicidade a CLsq— 24 h encontrada
para a substdncia toxica de referéncia (SDS) deve estar contida no intervalo entre 13,1 e 30,9
mg L™ (VEIGA; VITAL, 2002).

3.3.2 Teste de toxicidade

O extrato total e a fracdo 0-70 apresentaram resultados de toxicidade (CLso),
somente apds 72 horas apds o inicio do teste. Para testes agudos, o tempo de avaliagio da
toxicidade pode ser de 24 até 96 horas (ZAGATTO; BERTOLETTI, 2008). A AML néo foi
téxica nas concentra¢des testadas em no periodo do teste. Nas concentragdes testadas néo foi
determinada CLs, para a AML, indicando que essa lectina ndo teve efeito toxico agudo em 72
horas de teste, enquanto que para o Extrato total e para a Fragéio 0 - 70 obteve-se valores
médios de CLso de 8,78 pg.mL” e 7,083 pg.mL’ (Tabela 5). As CLso ndio apresentaram

diferenca estatisticamente significativa (P < 0,05) (Figura 10), o que se permite dizer que



46

compostos removidos no decorrer do processo de purificacdo, tem ag8o toxica contra Artemia
sp.

Algumas lectinas de vegetais terrestres com afinidade por glicose/ manose se
mostraram toxicas para a artemia salina. As CLso-24h determinadas para as lectinas de
Cratylia. floribunda (CFL), Dioclea. guianensis (Dgui), D. grandiflora (DGL) e D. virgata
(Dvir) foram de , 4.75 p.mL", 521 p.mL?, 2.52 pmL! ¢ 2.77 p.mL", respectivamente.
Embora essas lectinas tenham caracteristicas quimica, fisico-quimica e estrutural semelhantes
elas apresentaram diferencas na sua atividade biologica (SANTOS et al., 2010).

A AML possui mais de um dominio de ligacdo a carboidratos por mondmero e lectinas
de vegetais do género Dioclea possuem apenas um dominio de reconhecimento, e as lectinas
isoladas desse género, DGL e a Dvir apresentaram elevada toxicidade para artémia salina. O
efeito biolégico dessas lectinas sdio maiores quando estas estio na forma de dimero ou
tetrdmero. Diante dessa premissa, a hip6tese foi que a AML poderia ter efeito bioldgico maior
por ndo ter essa dependéncia de oligomerizagdo. Entretanto, a AML nfo se mostrou téxica, e

possui potencial biotecnoldgico j& evidenciado (LIMA et al., 1998; NEVES et al, 2007).

Tabela 5. Toxicidade contra Artemia sp.

Toxicidade para Artemia sp.(pg.mL™)

CL50 média [ICos%] Desvio padrio
Extrato total 8,78 [7,87 - 9,70] 4,4
Fragéo proteica 7,08 [5,49 - 8,68] 1
15+
[ Extrato Total

B Fragdo 0- 70

Concentragdo Letal
(rg/mL)

Extrato fotal Fracdo 0-70

Figura 10. Analise estatistica Teste T (< 0,05) com dados n#o pareados comparando as médias da concentragéo
letal para 50% dos individuos expostos ao Extrato total e a Fragio 0-70%, onde nZo houve diferenca
estatisticamente significativa entre as CLs, obtidas no teste de toxicidade.
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4 CONCLUSOES

1. A adaptacdo do protocolo de purificagdo da lectina da Amansia multifida descrito por
Costa e colaboradores (1999) foi eficiente, obtendo elevado grau de pureza da lectina.

2. Através da espectrometria de massa foi possivel determinar a massa molecular nativa
da lectina, bem como obter informagdes parciais da estrutura primdria que servirdo de
base para o desenho de oligonucleotideos no intuito de clonar e expressar a lectina
através de técnicas de biologia molecular.

3. A sequéncia parcial da lectina de 4. multifida apresentou elevado grau de identidade
(79%) com a ESA 2 e com outras lectinas da familia de lectinas da bactéria do solo. A
similaridade de sequéncias pode justificar as semelhangas bioquimicas entre essas
lectinas e por outra parte aponta para diversas potencialidades biotecnoldgicas.

4. A lectina da A. multifida ndo foi toxica para Arfemia sp. nas concentra¢des testadas.
Isso aponta para uma possivel candidata para produgio de medicamentos, tendo em

vista que essa lectina possui atividades biologicas potencias para farmacologia.
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PERSPECTIVAS

1. Quantificar cisteinas livres e pontes dissulfeto por espectrometria de massa;

. Com a sequéncia da lectina obtida por espectrometria de massa, fazer desenho de
oligonucleotideos no intuito de clonar e expressar a lectina através de técnicas de
biologia molecular;

. Realizar estudos de cristalografia para determinar a estrutura quaternaria da proteina e

procurar entender os seus mecanismos de agéo.
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