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RESUMO

Os avangos da biotecnologia trazem cada vez mais novos horizontes para o mundo
contemporaneo, haja visto sua preocupagao com o melhoramento, criagdo e gerenciamento de
novos produtos, como, por exemplo, na area da biomedicina. Nesse contexto, as algas marinhas
vermelhas se apresentam como organismos ricos em compostos com potencial biotecnolégico
promissor, entre eles as lectinas. As lectinas constituem um grupo de proteinas ou glicoproteinas
de origem nao imune, que se ligam de forma especifica e reversivel a carboidratos, podendo
apresentar diversas atividades biologicas. Elas vém tendo seus estudos ampliados devido ao seu
potencial no ambito da saude e sua vasta distribui¢do nos organismos. Essas atividades
bioldgicas estdo relacionadas com as interagdes proteina-carboidrato dessas moléculas, por isso,
os estudos estruturais sdo importantes para elucidar a fun¢do e aplicabilidade de lectinas. O
presente trabalho objetivou realizar a purificacdo e a caracteriza¢do bioquimica e estrutural de
uma lectina presente na alga marinha vermelha Osmundaria obtusiloba. A OOL (Osmundaria
obtusiloba lectin) foi purificada a partir de uma combinagdo de precipitacdo salina e de
cromatografias de troca i0nica e afinidade. A lectina isolada apresentou em SDS-PAGE uma
banda unica com massa molecular de aproximadamente 15 kDa na auséncia de 2-
mercaptoetanol, e em condi¢des redutoras apresentou massa molecular de aproximadamente
20,2 kDa. Em cromatografia de gel filtracdo sua massa nativa foi estimada em 45 kDa e em
ESI-MS (Ionizagdo por Electrospray - Espectrometria de massas) sua massa molecular foi de
18.474 +2 Da. OOL foi capaz de aglutinar eritrocitos nativos de coelho. A atividade
hemaglutinante da lectina foi inibida por manana de levedura, tiroglobulina suina, asialofetuina,
transferrina humana e apresentou maior estabilidade em pH neutro. A estrutura primaria parcial

de OOL foi determinada por sequenciamento MS/MS de peptideos tripticos.

Palavras-chave: Alga marinha vermelha. Lectina. Estrutura primaria.



ABSTRACT

Advances in biotechnology are bringing new horizons to the contemporary world, given its
concern with the improvement, creation and management of new products, such as in
biomedicine. In this context, red seaweeds presents as organisms rich in compounds with
promising biotechnological potential, including lectins. Lectins constitute a group of proteins
or glycoproteins of non-immune origin which bind specifically and reversibly to carbohydrates,
and have different biological activities. The studies are expanded due to their potential in the
field of health and their wide distribution in organisms. These biological activities are related
to protein-carbohydrate interactions of these molecules, therefore, structural studies are
important to elucidate the function and indicate the applicability of lectins. The present work
aimed the purification and biochemical and structural characterization of a lectin from the red
seaweed Osmundaria obtusiloba. OOL (Osmundaria obtusiloba lectin) was purified by
combination of saline precipitation, ion exchange and affinity chromatography. The isolated
lectin showed on SDS-PAGE a single band with an apparent molecular mass of 15 kDa in the
absence of 2-mercaptoethanol, and under reducing conditions it presented a molecular mass of
approximately 20,2 kDa. By gel filtration chromatography, its native mass was estimated in 45
kDa and in ESI-MS (Electrospray lonization - Mass Spectrometry) its molecular mass was
18.474 +£2 Da. OOL was able to agglutinate native rabbit erythrocytes. The hemagglutinating
activity of the lectin was inhibited by yeast mannan, porcine thyroglobulin, asialofetuin, human
transferrin and present stability at neutral pH. The partial primary structure of OOL was

determined by sequencing the peptides by (MS/MS) from tryptic digestion.

Keywords: Red seaweed. Lectin. Primary structure.
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1 INTRODUCAO

1.1 Biotecnologia marinha

A biotecnologia marinha ¢ uma area da ciéncia que vem se expandindo nos ultimos
anos, definida como a aplicagdo industrial, médica ou ambiental de recursos
biologicos provenientes do meio marinho, ou ainda, como um conjunto de técnicas bioldgicas
desenvolvidas por meio de pesquisa basica para fornecer bens e servigos. Essa ciéncia se
destaca por explorar o meio marinho, que diferentemente da maioria dos outros habitats da
Terra, ainda ¢ um ambiente pouco utilizado para a aquisi¢do de substancias com fungdes
importantes para a sociedade (BURGESS, 2012; QUERELLOU et al., 2010; KIM;
VENKATESAN, 2015).

Considerando os oceanos como a maior fonte de recursos naturais devido a
riquissima diversidade quimica e bioldgica de compostos com potencial utilizagdo tecnologica,
a biotecnologia marinha busca extrair esses biomateriais e desenvolver novos produtos
farmacéuticos, drogas, produtos quimicos, enzimas € outros insumos e processos industriais,
bem como fornecer avangos nas areas de aquicultura e seguranca de frutos do mar, diagnostico
de satde, biomateriais, biorremediagao e bioincrustacdo (THAKUR; THAKUR, 2006).

Podemos considerar tal missdo como sendo um grande desafio, uma vez que
alinhado a uma grande diversidade bioldgica, o fundo do mar concentra também a maior
reunido de habitats adversos, com altas pressdes hidrostaticas do mar profundo; comunidades
de fontes hidrotermais; modificagcdes abruptas de salinidade, correntes e temperaturas; e ainda
poluentes, toxinas, auséncia de luz e regides inospitas, tornando o oceano profundo o maior
bioma da biosfera global e a0 mesmo tempo o menos explorado (DANOVARO; SNELGROVE;
TYLER, 2014; TOTTI et al., 2020).

Para lidar com essa ambiciosa tarefa, esse ramo da ciéncia conta com uma série de
ferramentas de andlise e linhas de estudo que enriquecem e aceleram a aquisi¢ao de
conhecimento advinda dos recursos marinhos, tais como bioprospecc¢ao, biologia molecular,
fluorescéncia marinha, técnicas de imagem, engenharia genética, engenharia de bioprocessos,
tecnologia de bioinformatica, espectrometria de massas, gendmica marinha, microbiologia,
tecnologia transgénica e protedmica (KIM; VENKATESAN, 2015).

A biodiversidade presente no rico ecossistema marinho esboga um quadro que
apresenta uma enorme quantidade de organismos que sao estudados, como mamiferos marinhos,

peixes, crustaceos € moluscos que possuem inimeras estruturas corporais com presenca de
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substancias bioativas; bancos de corais muitas vezes nunca estudados; cnidérios, esponjas e
algas com potencial aplicagdo biomédica; e microrganismos que sdo cada vez mais
identificados como a fonte dos metabolitos secundarios, que muitas vezes eram atribuidos a
possiveis hospedeiros, como no caso dos microbios simbidticos (ROCHA et al.,2011;

WIJFFELS, 2008; ARRIETA; ARNAUD-HAOND; DUARTE, 2010).

1.1.1 Compostos bioativos de organismos marinhos

A enorme gama de organismos encontrados no mar possibilita a biotecnologia
marinha o estudo e extragdo de diversos compostos bioativos de importante utilizagdo.
Mamiferos marinhos, por exemplo, podem fornecer coldgeno, substrato para o
desenvolvimento celular, como o coldgeno tipo I da baleia minke, Balaenoptera acutorostra.
Esse composto se mostrou adequado a aplicagdo cosmética e biomédica, além de proporcionar
a engenharia de tecidos a produgdo de pele artificial ou cartilagem. As prostaglandinas,
mediadores lipidicos, sdo outras substancias relatadas em mamiferos marinhos onde atuam em
uma grande variedade de processos fisioldgicos e patologicos (ANDRE; MALAK; HUC, 2003;
FELICIAN et al., 2018; NAGAI; SUZUKI; NAGASHIMA, 2008; DI COSTANZO et al.,
2019).

Os peixes sdo os principais alvos da pesca industrial ou artesanal, nas mais
diferentes escalas, o que gera uma grande quantidade de capturas acessorias ou de subprodutos,
esses por sua vez, podem representar uma fonte de compostos bioativos de alto valor agregado,
como proteinas, carboidratos, colageno, acidos graxos poliinsaturados, quitina, constituintes
polifendlicos, carotenodides, vitaminas, alcaldides, tocoferdis, tocotrienois, toxinas e lectinas
(CARUSO et al., 2020; DARA et al., 2021). Para garantir a recupera¢do desses produtos de
forma segura e eficiente a biotecnologia cada vez mais tem avangado com técnicas de extracao
verde, como a extracdo liquida pressurizada ou a filtragdo por membrana, aplicadas, por
exemplo, a extracao de 6leo do figado, além de proteina e gordura, no atum Katsuwonus pelamis
e nos arenques Clupea harengus membras e Clupea harengus, respectivamente (BRUNO et al.,
2019; FANG et al., 2018; NEDZAREK et al., 2017).

Do mesmo modo, crustaceos apresentam um enorme potencial como fornecedores
dessas substancias, principalmente presentes nos subprodutos sélidos como cascas e conchas.
Astaxantina, peptideos bioativos, quitina, lectinas e lipideos sdo alguns exemplos de moléculas
que vém sendo extraidas desses organismos (AMADO et al., 2016; CASTRO; GUERRERO-
LEGARRETA; BORQUEZ, 2018; AHMADKELAYEH; HAWBOLDT, 2020; ZHANG et al.,
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2019). Os moluscos s3o outro grupo potencialmente explorado, onde muitas espécies
assemelham-se aos crustidceos quanto a presenca de conchas; moléculas como 4acidos graxos
poli-insaturados, 6mega-3, peptideos bioativos, quitosana, colagenos e lectinas sdo algumas das
substancias relatadas em animais pertencentes a esse filo (PATHAK, 2020; EGHIANRUWA et
al., 2019; VARMA; VASUDEVAN, 2020; DAI, 2018; CHIKALOVETS et al., 2017). Essas
moléculas seguem enaltecendo o potencial de producdo de novos medicamentos que esses
organismos marinhos possuem, como ¢ o caso das conotoxinas presentes em caracois cone
marinhos, como Conus bayani, que sao ferramentas em pesquisas neurocientificas e potenciais
agentes terapéuticos (GAO et al., 2017; PUSHPABAI et al., 2021).

Os invertebrados marinhos realmente possuem um papel importante nos estudos da
biotecnologia marinha, no grupo de poriferos e cnidérios ja foram relatados a extracdo de
poliacetilenos, terpenoides, alcaldides, peptideos, derivados de 4cidos graxos, compostos
aromaticos, lectinas e toxinas (LEE; CHO; TRAN, 2021; BASHARI et al., 2019;
JAYATHILAKE; GUNATHILAKE, 2020; DE OLIVEIRA SOUSA et al., 2021). Da mesma
forma, equinodermos e platelmintos apresentaram compostos como polifendis, resinas,
pigmentos, glicosideos, lectinas e lipideos com muitas dessas possuindo potencial aplicagdao
antibacteriana, antiinflamatoéria e antioxidante, bem como analgésica (HOU et al., 2020;
SADEK et al., 2021; DAHMOUNE ef al., 2021; AL-NIAEEMI; DAWOOD, 2017,
HATAKEYAMA et al., 2020).

Outro grupo de destaque sdo os microrganismos marinhos, que vivem muitas vezes
em comunidades simbidticas com outros organismos € sao responsaveis por muitos metabolitos
secundarios geralmente relacionados a defesa dos hospedeiros, uma vez que sao usados para
sobreviver nas condi¢des oceanicas hostis (ROMANO et al., 2017; BARZKAR et al., 2019).
Essa caracteristica, vincula a essas substancias atividades biologicas como anticancer, antiviral,
antibacteriano, antifungico, antiprotozoario , anti-helmintico , anti-inflamatorio,
imunossupressor, neurodegenerativo, neuroprotetor, anti-incrustante (MEHBUB et al., 2014)
e produtos como antibidticos, hormdnios de crescimento, compostos organicos volateis, enzima

anticancer e lactonas (BIBI et al., 2020; AMEEN et al., 2020; DOBERVA et al., 2017).

1.2 Algas marinhas

As algas marinhas constituem um grupo, estudado pela biotecnologia marinha, que

possui caracteristicas intrinsecas, como a diversidade de formas e tamanhos, apresentando

organismos microscOpicos como as cianobactérias, ou espécimes gigantes como as algas pardas


https://www.sciencedirect.com/topics/agricultural-and-biological-sciences/anthelmintic
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da divisao Laminariales, também conhecidas como kelps. Essa diversidade, pode ser observada
tanto visualmente, quanto microscopicamente, com espécies unicelulares e multicelulares, e
ainda nos habitats em que sdo encontradas, estendendo-se desde vida suspensa na coluna d’agua
ou por debaixo do gelo em regides polares, até fixacao no substrato imido, arenoso ou rochoso
(FRANCESCHINI et al., 2009). Evolutivamente, o grupo possui espécies com linhagens
distintas e, por vezes, distantemente relacionados, o que implica nessas aquisi¢des
independentes de multicelularidade que ajudam a entender também uma significativa
diversidade de ciclos de vida, processos de fertilizagdo e estratégias morfogenéticas
(CHARRIER et al., 2017).

Além da diversidade, as algas marinhas apresentam outras caracteristicas que as
colocam em evidéncia, como sua importante participacdo ecoldgica no ecossistema da Terra.
Elas estdo intimamente envolvidas como produtores primarios, principalmente nas regides
costeiras, utilizando mecanismos de concentra¢do de carbono. Além disso, sdo as principais
responsaveis pela producao de oxigénio no planeta, costumadamente com eficiéncia maior do
que as plantas terrestres, pelo processo de fotossintese, no qual pode impactar na capacidade de
tamponamento de carbono inorganico dissolvido da 4gua do mar, pois resulta no aumento do
pH e uma queda na pressao parcial de CO2 na agua (BHOLA et al., 2014; HAN et al., 2017).

Elas sdo ainda 6timos indicadores de qualidade da agua e das condi¢des fisico-
quimicas do local em que se encontram, além disso, servem como habitat e fonte de alimento
para organismos associados (PEREIRA; NETO, 2014). As algas realmente sdo protagonistas
importantissimas dos oceanos, participando de intimeros processos ecologicos e
desempenhando papel fundamental neles, essa multiplicidade de fungdes atrelada a elas ressalta
seu potencial de promovedor de biomoléculas ativas, envolvidas nos processos que elas
participam ou sdo influenciadas.

Divididas a partir das muitas diferencas encontradas nas espécies, como morfologia,
composi¢do celular, ciclos de vida, modelos de reproducao, habitats e metabolitos, as algas
encontradas nos oceanos sdo classificadas em azuis-esverdeadas (Cyanophyta), verdes
(Chlorophyta), marrons (Phaeophyta) e vermelhas (Rhodophyta) (WAGHMODE, 2017).

A divisdao Cyanophyta, compreende os organismos também conhecidos como
cianobactérias, ou ainda algas azuis. Essas algas s3o microrganismos autotroficos capazes de
realizar uma gama de fungdes, incluindo bioestabilizar o sedimento, regulagdao do ciclo
bentonico-pelagico de nutrientes e produgao primaria (HASLER et al., 2012). As Chlorophytas
sdo as conhecidas algas verdes, possuindo como principal pigmento fotossintético a clorofila,

que lhes propicia a coloragdo caracteristica. Esse filo se assemelha muito a plantas terrestres, a



18

parede celular € constituida por um componente com estrutura fibrilar, geralmente celulose, que
confere consisténcia e rigidez a propria parede (CORMACI; FURNARI; ALONGI, 2014).

Ja o filo Phaeophyta compreende organismos chamados de algas marrons, ou ainda,
pardas, sdo em sua maioria macroalgas marinhas que possuem essa cor como resultado das
grandes quantidades do carotendide fucoxantina, o que mascara outros pigmentos (ALI et al.,
2017). Essa linhagem eucaridtica ¢ um componente importante distribuido nas zonas litoraneas
e sublitorais em ecossistemas temperados e subtropicais (LA BARRE et al., 2010). O filo
Rhodophyta, ou algas vermelhas, ¢ o grupo mais rico em espécies entre as macroalgas, com
grande diversidade de tamanhos, morfologia, e organizagdo do talo. Essas algas, possuem
presenga abundante de pigmentos acessorios que constituem os ficobilissomas dispersos na
superficie dos tilacdides, assim como nas algas pardas, esses pigmentos quase sempre

mascaram a presenca da clorofila (CORMACI; FURNARI; ALONGI, 2017).

1.2.1 Compostos isolados de algas marinhas

Biotecnologicamente, as algas tém atendido as expectativas quanto ao seu enorme
potencial de utilidade. Elas estdo envolvidas na produ¢ao de alimentos, ragdes, biocombustiveis,
hidrocoloides, fertilizantes, cosméticos, probidticos, embalagens biodegradéaveis, suplementos
alimentares, pigmentos, nutracéuticos e produtos farmacéuticos. Além disso, também sdo
utilizadas como base para tratamento de dguas residuais, recoloniza¢do do fundo mar, produgao
de bioenergia e biorrefinarias (CHARRIER et al., 2017; LAURENS; CHEN-GLASSER;
MCMILLAN, 2017; FABRIS et al., 2020).

Entre as substincias relatadas nesses organismos estdo carboidratos, lipidios,
proteinas, pigmentos; mais especificamente: agar, carragenina, furcellaran, acido alginico,
alginatos, ficocoldides, spirulina, 4cidos graxos essenciais e pigmentos Uteis, como xantofila,
clorofila e carotendides (KOYANDE et al., 2019; HOPPE, 2019). Entretanto, na
contemporaneidade, as algas marinhas ainda sdo utilizadas para um numero relativamente
pequeno de aplicagdes industriais, estando acidos graxos, esterdis, caratendides, ficocoloides,
compostos halogenados, policetideos, toxinas e lectinas entre os compostos mais explorados
(FABRIS et al., 2020; CARDOZO et al., 2007).

Especificamente, alguns compostos encontrados na divisdo Cyanophyta,
principalmente em espécies marinhas sdo: peptideos, como gramistatinas A e B, veraguamidas
K - L, almiramides A — C (M1 et al., 2017); proteases, a exemplo de carmaficinas A e B (TAN;
PHYO, 2020); policetideos, tricoficina A e bastimolide A; e alcaldides, incluindo
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laucisteinamida A, 12-epi-fischerindol I, hapalindol X e fischambiguines A ¢ B (SHAH et al.,
2017). Tal quais as cianobactérias, as algas verdes apresentam uma gama de compostos de
interesse biotecnologico, bem como: polissacarideos sulfatados (THANH et al., 2016);
glicoproteinas (SENTHILKUMAR; JAYANTHI, 2016); polifenéis (COTAS et al.,2020) e
lectinas (CARNEIRO et al., 2020).

O filo das Phaeophyceae possui polissacarideos e terpendides como moléculas
bioativas consideradas promissoras para o estudo, além de ja terem sido relatadas a capacidade
antioxidante, anti-incrustante e antitumoral nesses organismos (ZUBIA et al., 2009). Alginatos,
polifenodis, polissacarideos, peptideos, acidos graxos Omega-3, carotendides, vitaminas e
minerais sdo alguns dos compostos bioativos relatas em algas pardas (FLOREZ-FERNANDEZ;
DOMINGUEZ; TORRES, 2019; KADAM; TIWARI; O'DONNELL, 2015).

Dentre as diversas moléculas que vém sendo extraidas das algas marinhas
vermelhas estdo: acidos graxos (como acidos graxos poliinsaturados e esterdis), terpenos
(sesquiterpenodides e diterpenos ciclicos), pigmentos (ficobilinas, caratendides, ficobiliproteinas,
ficoeritrina e ficocianina), compostos fendlicos (bromofenol e acidos benzdicos),
polissacarideos (4gar e carragenana) vitaminas, (vitamina E e vitamina B12) e minerais como
zinco (Zn) e manganés (Mn) e proteinas como, por exemplo, as lectinas (COTAS et al., 2020).

Outrossim, também atribuido a esses organismos, € seu potencial de promover
compostos bioativos com propriedades terapéuticas, o que contribui para embasar a elucidagao
de estudos e conhecimentos sobre eles. As algas marinhas sdo consideradas como bons
reservatorios de moléculas com inumeras atividades biologicas e biomédicas, devido a
habitacao desses organismos em comunidades aquaticas naturais, onde ocorre uma competi¢ao
inibitoria entre produtores e consumidores de um mesmo nicho (SHARMA; SHARMA, 2017).
De fato, elas j& demonstraram possuir compostos com propriedades anticancer, antiobesidade,
antidiabético,  anti-hipertensivo,  anti-hiperlipidémico, antioxidante, anticoagulante,
imunomodulador, antiestrogénico, estimulador da tiredide, neuroprotetor, propriedades
antifiingicas, antibacterianas, cicatrizacao de tecidos, € mesmo antiviral e anti-inflamatorio com
potencial aplicagdo no desenvolvimento de farmacos e tratamentos contra COVID-19
(KHALID et al., 2018; ROSALES-MENDOZA et al., 2020).

Outra caracteristica inerente as algas, principalmente quando comparado com a
maioria dos outros organismos marinhos mencionados como alvos dos estudos biotecnologicos,
¢ a potencialidade de cultivo e assim produgdo em massa de um composto vinculado a alguma
espécie. Dessa forma, uma vez que um composto bioativo for descoberto em uma alga, essa

tem a possibilidade de ser criada e possuir maior capacidade de gerar biomassa gragas a sua
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eficiéncia fotossintética, em comparag@o com os demais organismos cultivados (BENEDETTI
et al., 2018). Carboidratos, lipidios, proteinas, pigmentos, bem como uma variedade de
metabolitos secundarios comerciais sao naturalmente e eficientemente produzidas por espécies
de algas, contudo, sdo atualmente provenientes da agricultura convencional (KOYANDE et al.,
2019). Segundo FABRIS et al. (2020), nos ultimos anos houve um grande nimero de pesquisas
focadas na otimizacao das condi¢des que promovem ao maximo as taxas de crescimento das
algas ou induzem a producao aprimorada de um produto especifico, sob condigdes artificiais de
crescimento, como as macroalgas marinhas Chaetomorpha linum (GE; CHAMPAGNE, 2017),
Sargassum fusiforme (BUCK et al., 2017) e Macrocyctis pyrifera (PANAHI et al., 2019).

1.2.2 Filo Rhodophyta

O filo Rhodophyta, popularmente conhecido como algas vermelhas, compreende
um grupo de organismos majoritariamente pluricelulares e morfologicamente muito diversos,
contendo mais de 7.000 espécies, a maioria delas marinha. Dessa forma, podemos encontrar
representantes desse filo desde a zona entre-marés até aguas profundas. Esse grupo, que ¢ um
dos mais antigos de algas eucaridticas com uma longa histéria fossil com evidéncias de espécies
com 1,2 bilhdo de anos, foi capaz de competir com sucesso nessa zona oceanica, que possui
entre outras adversidades, exposicao a temperaturas com flutuacao diaria e sazonal, altos niveis
de irradiancia, rigoroso estresse osmotico e dessecagdo. Essa resisténcia destaca seu potencial
de possuir biomateriais biotecnologicamente importantes na sua composi¢do, pois a
concorréncia inibitdoria em um ambiente dinamico e severo pode promover a obtencdo de
moléculas bioativas nos organismos (YOON et al., 2017; BRAWLEY et al., 2017).

Nessa perspectiva, essa aquisicao de compostos com atividades bioldgicas ao longo
do tempo, concede a esse conjunto de algas potencial para ser um dos principais grupos na
obtenc¢do de substincias naturais no futuro (COTAS et al., 2020). No grupo das Rhodophytas
quatro espécies/géneros sao intensamente cultivadas para fins biotecnolédgicos, principalmente
para a industria de hidrocoldides e alimentos, Porphyra spp., Eucheuma spp., Kappaphycus
alvarezii e Gracilaria spp., compreendendo cerca de 18,5 mil toneladas no ano de 2016

(FERDOUSE, et al., 2018).

1.2.2.1 Tribo Amansieae
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A tribo Amansieae representante das algas vermelhas, da familia Rhodomelaceae,
¢ comum em habitats marinhos intertidais e subtidais em ambientes tropicais e temperados,
abrange nove géneros distribuidos em aproximadamente 60 espécies, e apresentando aspecto
morfologicamente plastico (SHERWOOD; KURIHARA; CONKLIN, 2011; GUIRY; GUIRY,
2021). Essa tribo possui membros com potencial biotecnologico ja conhecido e estudado, a
exemplo de atividades: anti-inflamatoria, antiviral, antioxidante, anticancerigena,
anticoagulante e antiangiogénico (MESQUITA et al., 2021; GONDIM et al., 2019; ZUBIA,
2019; GUTIERREZ-RODRIGUEZ et al., 2018; DE SOUZA et al., 2012a).

1.2.2.1.1 Osmundaria obtusiloba

Osmundaria obtusiloba ¢ uma alga marinha vermelha, pertencente a tribo
Amansieae, amplamente distribuida em ambientes tropicais e temperados, caracterizando-se
por possuir os pigmentos fotossintetizantes ficoeritrina e ficocianina. Morfologicamente,
apresenta talo ereto, em tufos, vermelho-vinaceas, apresentando apressorio discoide de onde
surgem ramos, inicialmente cilindricos dos quais originam outros em forma de fita, com a
ramagem principal exibindo nervura central evidente até a regido mediana de onde partem veias
laterais dispostas de forma alternada até o apice dos ramos laterais achatados, geralmente

originando ramulos serreados (FIGURA 1) (AGARDH, 1863; GEYER, 2018).

Figura 1 — Osmundaria obtusiloba.

Fonte: Autor.
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Em 1991, Norris apresentou uma revisao taxondmica para aquela que anteriormente
era denominada Vidalia obtusiloba, baseado em estruturas vegetativas e reprodutivas,
concluindo que o género Vidalia deveria ser sindnimo de Osmundaria, pois ndo encontrou
caracteristicas ou diferencas anatoOmicas suficientes para a manutengcdo de ambos os géneros
(NORRIS, 1991). No Brasil, ela pode ser encontrada em praticamente todo litoral nordeste e
sudeste nas regides entre-marés. Outra caracteristica significativa dessa espécie, € o
desprendimento de forte pigmentacao vermelho-vinacea, caracteristica essa nao observada em
outros membros da tribo Amansieae (GEYER, 2018).

O. obtusiloba vem se destacando biotecnologicamente, tendo sido encontrado
compostos, como acidos graxos (ALENCAR et al., 2018); compostos fendlicos (DE
ALENCAR et al., 2016); bromofendis sulfatados (CARVALHO; GUIMARAES; ROQUE,
2006) que apresentaram atividade anti-inflamatoria contra o veneno da abelha (WIEMER;
IDLER; FENICAL, 1991); aminoacidos neuroexcitatorios, como &cido cainico e acido
domoico; e ainda pigmento floridorubina, que pode ser uma caracteristica taxonomica da tribo
Amansieae (PEIXINHO; KINOSHITA; OLIVEIRA FILHO, 1973).

Seja ligada a algum composto ou ao extrato algal, O. obtusiloba j4 demonstrou
possuir atividade antiviral, contra HSV-1 ¢ HSV-2 (DE SOUZA et al., 2012b), virus
Chikungunya, CHIKV (CIRNE-SANTOS et al., 2019), virus Zika, ZIKV (CIRNE-SANTOS et
al., 2018); potencial atividade antioxidante (DE ALENCAR et al., 2016); anti-leishmania
(LIRA et al., 2016), e também foi capaz de sintetizar nanoparticulas de ouro (ROJAS-PEREZ

et al., 2015), essas atividades fomentam o interesse biotecnologico na espécie.

1.3 Lectinas

Lectinas sdo proteinas que se ligam a carboidratos de forma reversivel e especifica,
porém ndo estdo envolvidas na catalise ou sintese dos mesmos, além de ndo pertencerem as
principais classes de imunoglobulinas (KILPATRICK, 2000). Em 1954, Boyd e Shapleigh
propuseram a primeira defini¢do para essas macromoléculas, como sendo proteinas que se
ligam reversivelmente a carboidratos, aglutinam células e/ou precipitam polissacarideos e
glicoconjugados.

Inicialmente, foram denominadas como fitohemaglutininas ou fitoaglutininas
devido a capacidade que possuem de aglutinar eritrocitos ter sido observada em extratos de
plantas. No entanto, tais proteinas foram sendo descobertas em outros organismos, como fungos,

algas, animais e virus, e hoje, sabe-se que elas sdo onipresentes (SHARON; LIS, 2004;
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SAMPAIO; ROGERS; BARWELL, 1998). Essas moléculas ja foram isoladas e descritas em
plantas (ALSALOOM, 2021), fungos (MUKHAMMADIEV et al., 2021), bactérias
(ALYOUSEF; ALQASIM; ALOAHD, 2017), algas (MESQUITA et al., 2021), moluscos (HE
et al., 2020), poriferos (CARNEIRO et al., 2019), cnidarios (IMAMICHI; YOKOYAMA,
2010), platelmintos (PANG et al., 2012), nematodeos (HARCUS et al., 2009), anelideos
(MOLCHANOVA et al., 2007), artropodes (ELAYABHARATHI; MARY; BAIL 2020),
equinodermos (ARAVINDAKSHAN; NAREDDY; KUMAR, 2017) e cordados (RUBEENA et
al.,2019), o que demonstra ndo s6 a presenca dessas moléculas em todos os organismos vivos,
como também a capacidade dos métodos de purificagdo e isolamento de serem aplicaveis a uma
enorme gama de lectinas oriundas de habitats, organismos e estruturas corporais diferentes.

O termo lectina (do latim legere, escolher, selecionar, optar) foi empregado pela
capacidade das aglutininas vegetais de se ligar a mono- e oligossacarideos, e assim interagir
com diversas moléculas dos fluidos bioldgicos e receptores de superficie celular, dessa forma
distinguindo eritrocitos de diferentes tipos sanguineos (SELL, 2000; BOYD; SHAPLEIGH,
1954). O termo foi proposto para representar todas as aglutininas especificas de agucar de
origem ndo imune, sendo primeiramente utilizado para designar lectinas vegetais, como a
concanavalina A do feijao-de-porco (Canavalia ensiformis), primeira hemaglutinina obtida de
forma pura em 1919; e depois para proteinas de ligacao a carboidratos de origem animal, como
no caso da lectina encontrada no veneno de cobra, responsavel pela primeira hemaglutinagao
causada por esse grupo de moléculas (LAM; NG, 2011; KILPATRICK, 2000; SHARON; LIS,
2004).

Duas descobertas na década de 1960 foram responsaveis por trazer notoriedade a
essas moléculas, primeiramente descubriu-se a capacidade mitogénica sobre linfocitos, até
entdo consideradas células indivisiveis ou incapazes de diferenciar-se, que a lectina PHA
(Phaseolus vulgaris agglutinin) do feijao vermelho possuia (NOWELL, 1960). Posteriormente,
a lectina WGA (wheat germ agglutinin) de gérmen de trigo, mostrou-se capaz de aglutinar
células malignas, o que deu inicio a utilizagdo de lectinas para o estudo contra cancer (AUB;
SANFORD; COTE, 1965).

Acrescenta-se a essas descobertas, a introdugao, a partir de 1965, da cromatografia
de afinidade e do advento de técnicas recombinantes na década de 1980, processos responsaveis
por facilitar o isolamento e assim aumentar rapidamente o nimero dessas proteinas purificadas
(SHARON, 2008; SHARON; LIS, 2004). A partir desses achados, o interesse por desenvolver
protocolos de purificagdo, técnicas de caracterizagdo bioquimica e estrutural, e ainda estudos

para elucidar os papéis fisiologicos de lectinas se ampliou e perdura até os dias atuais.
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1.3.1 Potencial biotecnologico de lectinas

Lectinas sao moléculas com alto potencial biotecnologico, uma vez que sao capazes
de interagir com moléculas de superficie celular, substituir ligantes naturais e ativar células
(SELL, 2000). Essa caracteristica de agente bioldgico promissor esta evidente desde os
primeiros estudos de definicdo desse conjunto de proteinas, como no caso da estimulagao
mitogénica de linfocitos proposta em 1960. Desde entdo, outras inimeras atividades vém sendo
vinculadas as lectinas: induc¢do de células supressoras, citotoxicidade de linfécitos e macrofagos,
mediagdo de fagocitose de células alvo, atividade insulinomimética, transporte de drogas, papel
na adesao celular, entre outras (NOWELL, 1960; LIENER, 2012).

Elas também estdo no grupo de substancias que tiveram seu estudo ampliado devido
ao seu grande potencial biotecnoldgico no ambito da satde, uma vez que experimentalmente se
observa muito suas fungdes atreladas a defesa dos organismos, mesmo nao sendo essa uma
caracteristica obrigatdria. De fato, inicialmente presumia-se que as agdes das hemaglutininas
vegetais eram andlogas as reagdes de anticorpos por causa de suas especificidades nos
eritrocitos, toda via, como ndo sdo cataliticos nem imunes de origem ndo podem ser
considerados como anticorpos (LANDSTEINER, 1962).

Contudo, s3o inumeros os estudos descrevendo aplicacdes biomédicas e
terapéuticas de lectinas. Realmente, essas proteinas ja foram sugeridas como substancias de
defesa inata ao sistema imunologico de vertebrados e invertebrados, atuando muitas vezes como
linha primaria de defesa do hospedeiro contra certos agentes infecciosos (TAKAHASHI,
EZEKOWITZ, 2005).

J& foram observadas ligadas a lectinas atividades como anti-inseto (SINGH et al.,
20006), antifingica (NABETA et al., 2021), anti-hiperglicémica (DE ALENCAR ALVES et al.,
2020), anticancer (HUNG; TRINH, 2021), antitumoral (SAAD et al., 2020), antibacteriana
(BJARNASON; MAGNUSDOTTIR, 2021), anti-inflamatoria (LIU e al., 2019),
antinociceptiva (RAMOS et al., 2020) e antiviral (EL-MARADNY et al., 2021), como contra
o virus da batata Y (BILAL et al., 2020), da bronquite infecciosa (ZHANG et al., 2017), do
HIV (LEE, 2019), HSV-II (LUO et al., 2007) e contra o virus SARS-CoV-2, responsavel pela
pandemia global de COVID-19 (SOHRAB et al., 2020; SHEEHAN et al., 2020).

1.3.2 Lectinas de algas marinhas
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Lectinas de algas marinhas, de modo geral, s3o consideradas proteinas
monoméricas de baixo peso molecular, exibindo alto teor de aminoacidos acidos, nao
dependendo de cations divalentes para a manutengao de sua atividade hemaglutinante, a qual ¢
inibida por carboidratos complexos e glicoproteinas, o que demonstra sua afinidade por essas
moléculas (HORI; MIYASAWA, ITO, 1990; ROGERS; HORI, 1993; MISHRA et al., 2019).

A primeira vez que foi observado atividade hemaglutinante em algas marinhas foi
em 1966, quando dentre 24 extratos testados, seis extratos de algas pardas e um de cianobactéria
aglutinaram eritrocitos dos grupos sanguineos A e O, um extrato de alga verde e dois de algas
pardas aglutinaram eritrocitos de todos os grupos testados, e um extrato de alga vermelha
aglutinou apenas eritrocitos humanos do grupo A (BOYD; ALMODOVAR; BOYD, 1966).

Ao longo do tempo, estima-se que 60% dos extratos de espécies de algas analisados
exibiram atividade hemaglutinante. No entanto, existe a possibilidade de o niimero de espécies
positivas ser maior considerando as limitagdes na deteccdo, quer seja por variedades de
eritrocitos usados nos testes ou uso de tratamento enzimatico nessas células, com enzimas
proteoliticas, principalmente nos primeiros trabalhos (NAGANO; SANZ; CALVETE, 2011).

Deveras, ja se ha o entendimento de que os tratamentos enzimdticos podem causar
incrementos na atividade hemaglutinante gracas a remog¢ao de compostos na superficie celular
tornando acessiveis carboidratos e glicoproteinas. Do mesmo modo, também se sabe que
extratos de algas possuem atividade mais efetiva por eritrocitos de coelhos (LIS; SHARON,
1986; HORI; MIYAZAWA; ITO, 1981).

A cromatografia de afinidade, técnica que utiliza as propriedades fisico-quimicas e
a interagdo biologica especifica em uma grande variedade de sistemas proteina-ligante para
realizar a separacdo das misturas, ¢ o método mais empregado para a purificagdo de lectinas,
visto que a ligacdo especifica entre a lectina e a matriz torna esta cromatografia a mais eficiente
para isolamentos em um Unico passo.

Em lectinas, ¢ geralmente observada a utilizagdo da cromatografia de troca i6nica
juntamente com a cromatografia de afinidade. Essa por sua vez, utiliza a capacidade de se
manipular a carga elétrica de moléculas ionizaveis, ou seja, gera afinidade e a elui¢do com a
modificacdo da carga elétrica da molécula, o que ¢ bastante benéfico para o isolamento de
proteinas, pois os aminoacidos possuem a caracteristica de conter tanto grupos quimicos
positivos quanto negativamente carregados. Para lectinas de algas, a cromatografia de afinidade
e de troca idnica sdo as estratégias de purificagdo mais comumente utilizadas, em conjunto com

a precipitacdo com sulfato de amonio, que promove a precipitagdo de moléculas devido a uma
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reducdo na solubilidade decorrente do efeito “salting-out” ou da combinagdo com o efeito
“salting-in” (NASCIMENTO et al., 2012).

As lectinas de algas podem ser divididas em trés categorias principais de lectinas:
especificas de N-glicano de tipo complexo, lectinas especificas de N-glicano com alto teor de
manose e em lectinas com ambas as especificidades, tanto de N-glicano de tipo complexo,

quanto com alto teor de manose (HORI; MIYASAWA, ITO, 1990; ROGERS; HORI, 1993).

1.3.2.1 Lectinas de algas marinhas vermelhas

Grande parte das lectinas de algas foram isoladas de algas vermelhas,
representando mais de 60% das lectinas isoladas (SINGH; THAKUR; BANSAL, 2015). A
lectina da alga Ptilota plumosa foi a primeira lectina desses organismos purificada e
caracterizada parcialmente (ROGERS; BLUNDEN; EVANS, 1977). Assim como séo desse
grupo, as primeiras lectinas a ter sua estrutura primaria elucidada, como as lectinas isoladas
das algas Bryothamnion triquetrum e Hypnea japonica (CALVETE et al., 2000; HORI et al.,
2000).

Essas proteinas de algas vermelhas, em geral, compartilham as mesmas
caracteristicas ja descritas de formas monoméricas com baixo peso molecular, apresentando
termo estabilidade, afinidade por glicoproteinas e hemaglutinagdo ndo dependente de cations
divalentes (HORI; MIYAZAWA; ITO, 1990; ROGERS; HORI, 1993). Contudo, essa tendéncia
de apresentar especificidade de carboidratos para glicoproteinas complexas ou N-glicanos com
alto teor de manose, rende para essas lectinas de algas, o promissor potencial de uso biomédico,
principalmente na inibi¢do de doengas virais, pois a propriedade de reconhecimento de glicanos,
a interacdo lectina-glicano, desencadeia muitas respostas bioquimicas (SINGH; WALIA, 2018;

BARRE et al., 2020).

1.3.2.1.1 Potencial biomédico de lectinas de algas marinhas vermelhas

Muitas lectinas de algas vermelhas foram relatas apresentando aplicacdes
biomédicas ou potencial para tal, como no caso de SfL de Solieria filiformis que possui
atividades antinociceptiva, anti-inflamatoria e antidepressiva testadas em camundongos, além
de atividade anticancer em células de cancer de mama MCF-7, e atividade contra bactérias
patogénicas humanas (ABREU et al., 2016; ABREU et al., 2018; CHAVES et al., 2018a;
HOLANDA et al., 2005).
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Ja a lectina isolada de Amansia multifida apresentou propriedades anti-
inflamatorias, atividade antiviral, efeitos antinociceptivos e induziu a migragdo de neutréfilos
(MESQUITA et al., 2021; NEVES et al., 2007; NEVES et al., 2001; GONDIM et al., 2019).
As isolectinas de Bryothamnion seaforthii mostraram atividade anti-hiperglicémica,
antioxidante, efeito pro-cicatrizante e capacidade de diferenciar células de carcinoma do célon
humano (DE ALENCAR ALVES et al., 2020; GONZAGA DO NASCIMENTO-NETO et al.,
2012; PINTO et al., 2009).

Essas mesmas proteinas encontradas em Bryothamnion triquetrum demonstraram
atividade anti-inflamatoria, anti-hiperglicémica e antioxidante, também possuem capacidade de
diferenciar células de carcinoma do coélon humano, e também foram capazes de inibir a
aderéncia estreptococica (FONTENELLE et al., 2018; ALVES, 2015; PINTO et al., 2009;
TEIXEIRA et al., 2007).

A lectina mais amplamente investigada e consequentemente que apresentou maior
potencial biotecnologico foi griffithsin, GRFT, de Griffithsia sp. (MORI et al., 2005). Ela
evidencia-se como uma lectina antiviral de amplo espectro capaz de atuar contra varios virus,
como HIV (O'KEEFE et al., 2009), HCV (MEULEMAN et al., 2011), HSV ¢ HPV (DERBY
et al.,2018), virus Ebola (BARTON et al., 2014); MERS-CoV (MILLET et al., 2016); SARS-
CoV (O'KEEFE et al., 2010) e mais recentemente tém apresentado resultados positivos contra

SARS-CoV-2 (ALSAIDI et al., 2021).

1.3.2.1.2 Lectinas de algas marinhas vermelhas como agentes antivirais

A capacidade das lectinas de reconhecer e se ligar especificamente a moléculas
glicosiladas ¢ justamente a responsavel por lhes conferir a fun¢do de agente antiviral. Como
anteriormente citado, existe uma ampla gama de lectinas de algas vermelhas que possuem essa
capacidade de ligagdo e inativacdo da acdo de virus, bloqueando as estruturas de glicanos
presentes na superficie desses agentes infecciosos (MAZALOVSKA; KOUOKAM, 2018).

Atualmente, enfrentamos a pandemia de COVID-19, causada pela sindrome
respiratdria aguda grave coronavirus 2 (SARS-CoV-2), o que evidencia ainda mais a busca por
agentes antivirais, como as lectinas (ALSAIDI et al., 2021). Esses virus entram nas células-
alvo pela ligacdo de suas proteinas de pico de superficie, proteina spike (S), a enzima
conversora de angiotensina humana 2 (ACE2). Essas proteinas S sdo glicoproteinas altamente
conservadas, com algumas posi¢des de glicano preservadas e outras unicas (HOFFMANN et

al., 2020; VANKADARI; WILCE, 2020; WALLS et al., 2020).
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Dessa forma, ¢ provavel que haja uma reagao cruzada entre lectinas e a proteina S,
realizando o reconhecimento e assim inativando a entrada de SARS-CoV-2, impedindo assim a
ligagdo com ACE2 (CAPELL et al., 2020).

As lectinas griffithsin de Griffithsia sp; ASL—1 e ASL -2 de Agardhiella subulata;
EDA —2 e ESA — 2 de Eucheuma denticulatum; KAA — 2 de Kappaphycus alvarezii; KSA — 2
de Kappaphycus striatum; MEL de Meristiella echinocarpa; MPA — 1 ¢ MPA — 2 de
Meristotheca papulosa, e STL— 1 e SfL — 2 de Soliera filiformis sao lectinas de algas vermelhas
reconhecidas como possuidoras de andaimes estruturais capazes de reconhecer as proteinas de
pico de coronavirus (BARRE et al., 2021).

Dessa forma, O. obtusiloba, espécie alvo do presente trabalho, se apresenta
promissora, pois além dessa caracteristica inerente das lectinas, de ligacdo a carboidratos, ela
j& demonstrou possuir potencial antiviral (DE SOUZA et al., 2012b; CIRNE-SANTOS et al.,
2019; CIRNE-SANTOS et al., 2018), o que reforca a necessidade da elucidagdo das

caracteristicas estruturais das moléculas presentes em espécies como ela.

1.4 Caracterizac¢ao estrutural de lectinas

De maneira geral, os estudos sobre lectinas se debrucam no objetivo de identificar
a presen¢a da molécula em um organismo, isola-lo e posteriormente caracterizar sua estrutura,
sua especificidade de ligacdo a carboidratos, os aminoacidos que interagem com os agucares €
seus papéis biologicos nos organismos. Ou seja, a aquisi¢do de informagdes bioquimicas e
estruturais sobre as lectinas de algas ¢ um dos focos primordiais e primarios para que suas
classificagdes funcionais e filogenéticas sejam determinadas (NAGANO et al., 2005a).

Apesar do potencial j4 demonstrado das lectinas isoladas de algas marinhas, com
diversas atividades biologicas, incluindo atividades anticancer, anti-HIV, antibacteriana e
contra o coronavirus, poucos estudos estruturais t€ém sido realizados sobre estas proteinas.
Dessa forma, ainda sdo poucas as informagdes disponiveis sobre suas caracteristicas

estruturais.

1.4.1 Estrutura primdria de lectinas de algas

Entre as lectinas de algas isoladas e com estrutura primaria determinada, a maioria

pertence as algas vermelhas, com 26 lectinas descritas em 19 espécies (TABELA 1).
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Tabela 1 — Lectinas de algas vermelhas com estrutura primdria determinada (Continua).

Espécie Lectina Metodologia Especificidade Referéncia
Aglaothamnion L Clonagem de Fetuina e
Rhodobind . . HAN et al., 2015
callophyllidicola odobimdn cDNA Asialofetuina e
N-acetil
A 1 1
glaothc.zmnzon AOL-1 C oggia;n de galactosamina HAN et al., 2012
oosumienses
(GalNAc)
) ) Clonagem de Manana de
Amansia multifida AML <DNA levedura SILVA, 2016
. ~ . L MEDINA-
Bryothamn.zion BSHV Degradagédo de Fetuina, Ayldm’d e RAMIREZ et al.,
seaforthii Edman ¢ MS Mucina
2007
BSL-2
Bryothamnion Fetuina, Avidina e GONZAGA DO
’fea forthi BSL-3 MS/MS Nacins NASCIMENTO-
NETO et al., 2012
BSL-4
Bryothamnion Degradagao de . . CALVETE et al,,
BTL Fet M
triquetrum Edman e MS ctina e Mucina 2000
E 1 N-gli i
u({heuma EDA-2 Clonagem de glicanos ricosem o e 1.2015
denticulatum cDNA manose
Degradagdo d N-gli i
Eucheuma serra ESA-2 ceradayao de £Hcanos rieos em HORI et al., 2007
Edman manose
Clonagem de MASSI; AHMAD
. . .o AL 'D. 2 2
Gelidium amansii G <DNA N 2012
Clonagem de SUTTISRISUNG
Gracilaria fisheri GFL N.D.
racilaria fisheri cDNA etal., 2011
. Degradagao de
HWA .
Grat.elou? a GCL Edman e LC-MS / D-manose WANG et al.,
chiangii 2020
MS
Deeradacio de Manose e N-acetil
Grifthisin sp. GRFT gradag D-glicosamina MORI et al., 2005
Edman e MS
(GleNAc)
. . Degradagao de . NAGANO et al.,
H; HCA M
lypnea cervicornis C Edman ¢ MS/MS ucina 20052
Transferrina, HORI;
Hypnin A-1 N Fetuina e al- MATSUBARA;
. . . Degradagédo de . . ,
Hypnea japonica Hypnin A-2 Edman glicoproteina acida MIYASAWA,
Hypnin A-3 e suas formas 2000; OKUYAMA
desializadas et al., 2009
Hypnea Degradagdo de . NAGANO et al.,
HML M
musciformis Edman e MS/MS uemna 20052
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Tabela 1 — Lectinas de algas vermelhas com estrutura primdria determinada (Conclusdo).

Espécie Lectina Metodologia Especificidade Referéncia
Kappaphycus KAA-1 Clonagem de N-glicanos ricosem  HIRAYAMA et al,
alvarezii KAA-2 cDNA manose 2016
Kappaphycus KSAL2 Clonagem de N-glicanos ricos em  HIRAYAMA; LY;
striatum cDNA manose HORI, 2015
Kappaphycus KSL Clonagem de Manana de HUNG; TRINH,
striatus cDNA levedura 2021
Meristiella MEL Clonagem de Manana de CHAVES et al.,
echinocarpa cDNA e MS/MS levedura 2018a
Degradagdo d . .
Solieria filiformi SfL-1 Ednifrrla gfo?a :rn N-glicanos ricos em CHAVES et al.,
7 7 ;
PSSR SfL-2 ’ 8 manose 2018b

de cDNA e MS/MS

Fonte: Autor. MS: espectrometria de massas. MS/MS: espectrometria de massa em tandem. LC-MS/MS:
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de massas. N.D.: ndo determinado.

Essa preocupacao com a determinagdo das propriedades moleculares das lectinas
para esclarecer suas possiveis atividades bioldgicas foi intensificada a partir da década de 1970,
durante a qual as propriedades fisico-quimicas, sequéncias de aminodcidos e estruturas
tridimensionais das lectinas foram gradualmente desvendadas e elucidadas (SHARON; LIS,
2004). A concanavalina A, além de primeira hemaglutinina obtida de forma pura foi também a
primeira a ter a sequéncia primaria estabelecida em 1972, colocando as lectinas de plantas como
pioneiras mais uma vez (EDELMAN et al., 1972).

Em algas, a primeira espécie a ter uma lectina com estrutura primaria determinada
foi Nostoc ellipsosporum, pertencente as cianobactérias, com a cianovirina-N (GUSTAFSON
et al., 1997). No entanto, com relacdo a macroalgas, as primeiras lectinas a terem suas estruturas
primarias elucidadas, foram as lectinas BTL e as Hypnin A-1 e Hypnin A-2 isoladas das algas
Bryothamnion triquetrum e Hypnea japonica por Calvete et al. (2000) e Hori et al. (2000),
respectivamente, ambas pertencentes ao grupo das Rhodophytas.

Como aponta HWANG et al. (2020), a estrutura primaria de lectina de algas
vermelhas contribui para a produ¢do dessas proteinas de forma recombinante, e por sua vez,
essa tecnologia contribui para elucidar a atividade da lectina. Para definir essa etapa da
caracterizacao estrutural, as principais técnicas que vém evidenciando-se sdo a espectrometria
de massas (CALVETE et al., 2000), degradacio de Edman (HORI; MATSUBARA;
MIYASAWA, 2000) e a clonagem molecular (MASSI; AHMAD, 2012).

Desde a década de 90 a espectrometria de massas complementa a degradagdo de

Edman, e hoje emerge como o principal método para sequenciamento de peptideos, por possuir
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uma série de caracteristicas vantajosas, como a possibilidade de acoplamento de dois ou mais
analisadores de massa e a introdugdo de técnicas de ionizagdo branda capaz de gerar ions
peptidicos intactos que fornecem informagdes de peso molecular altamente precisas que sao
muito importantes para a identificacdo e caracterizagdo de proteinas (SEIDLER et al., 2010;
TRAUGER; WEBB; SIUZDAK, 2002). As fontes de ionizagdo frequentemente empregadas
em MS aplicadas a analise de proteinas e peptideos sdo a ionizagdo por Electrospray ou ESI
(YAMASHITA; FENN, 1984) e MALDI (Matrix-Assisted Laser Desporption lonization)
(KARAS; BACHMANN; HILLENKAMP, 1985).

O surgimento de técnicas como a espectrometria de massas, potencializa os estudos
de lectinas, principalmente de organismos como as algas, pois geralmente o rendimento na
purificacdo dessas proteinas ¢ baixo (NAGANO ef al., 2005b), necessitando assim de técnicas
analiticas muito sensiveis. Propriedade essa, cuja espectrometria ¢ capaz de fornecer, como na
espectrometria sequencial que proporciona a sensibilidade a picogramas de composto. Devido
a essas dificuldades no processo de isolamento, ¢ comum a determinagdo parcial da estrutura
primaria de lectinas de algas ser documentada, como no caso de HFL de Hizikia fusiformis (WU

etal., 2016).
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2 OBJETIVO

Objetivo geral
Purificar e caracterizar bioquimicamente e estruturalmente, uma lectina extraida da alga

marinha vermelha Osmundaria obtusiloba.

Objetivos especificos

e Estimar a massa molecular da lectina por SDS-PAGE em condig¢des redutoras e nao
redutoras.

e Estimar a massa molecular nativa da proteina por gel filtragado.

e Determinar a faixa 6tima de pH da lectina.

e Avaliar a dependéncia por ions divalentes para a manutengdo da atividade
hemaglutinante da proteina.

e [Estabelecer a especificidade por carboidratos e glicoproteinas da lectina.

e Determinar a massa molecular da lectina através de espectrometria de massas (ESI-MS).

e Determinar a estrutura primaria parcial da lectina através de espectrometria de massas
(MS/MS).
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3 METODOLOGIA

3.1 Purificacdo da lectina

3.1.1 Coleta do material biologico

Espécimes da alga marinha vermelha Osmundaria obtusiloba foram coletados na
zona infralitoral durante as marés baixas de sizigia nas praias do Pacheco e da Pedra Rachada,
localizadas nos municipios de Caucaia e Paracuru, Ceard, respectivamente. Todas as coletas e
acesso ao patrimoénio genético de organismos marinhos foram autorizados e regulados pelos
orgdos ambientais competentes através de registros no SISBIO (Sistema de Autorizagdo e
Informacdo em Biodiversidade, ID: 33913-8) e SISGEN (Sistema Nacional de Gestdo do
Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, ID: AC14AF9). Apds a coleta
dos exemplares, os mesmos foram transportados dentro de sacos plasticos em caixas térmicas

até o laboratorio onde foram armazenados a — 20 °C para uso posterior.

3.1.2 Preparacdo do extrato proteico

Para extragdo de proteinas, os exemplares foram lavados, triturados com nitrogénio
liquido até a obtencdo de um po fino e em seguida, suspenso em tampao Tris-HCI 20 mM, pH
7,5; contendo CaCl, 5 mM (TB de extragdo) sob agitacdo por 16 h a 4 °C (OLIVEIRA et al.,
2002). O extrato foi filtrado em tecido de nylon, em seguida foi centrifugado a 8.000 x g a 4°C
por 30 minutos e o sobrenadante, denominado extrato bruto, foi utilizado para determinacao do

teor de proteinas soluveis através do método de Bradford (1976) e atividade hemaglutinante.

3.1.3 Ensaio de hemaglutinagdo

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados utilizando eritrdcitos
humanos do sistema ABO, obtidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara
(HEMOCE) e eritrocitos de coelhos mantidos no Setor de Cunicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceard. Os testes foram realizados com eritrocitos
humanos e de coelhos tratados e ndo tratados com as enzimas tripsina e pronase, seguindo o
método da dupla diluicdo seriada, em placas de microtitulacdo de fundo em V, segundo a

metodologia padrao (SAMPAIO et al., 2002).
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3.1.4 Isolamento da lectina

Para o isolamento da lectina foi seguido o protocolo ja estabelecido por Melo et al.
(2004), onde o extrato bruto foi submetido inicialmente a uma precipitacdo com sulfato de
amonio a 60% de saturagdo e o precipitado solubilizado em tampao de extracao. A fragao 0-60%
foi entdo dialisada e seguiu para cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Celulose
previamente equilibrada com o tampao de extragdo. As fragdes retidas foram eluidas com Tris
20 mM, pH 7.5; contendo NaCl 500 mM e CaCl, 5 mM (TB/Ca®".), e foram submetidas a
cromatografia de afinidade em coluna de Goma de Guar, novamente equilibrada com TB/Ca*".
As fragdes adsorvidas na Goma de Guar foram eluidas com tampao Glicina 100 mM, pH 2,6;

contendo 150 mM de NaCl, compreendendo a lectina isolada.

3.1.5 Avaliagdo da pureza da lectina

O grau de pureza da proteina alvo foi avaliado nas diferentes etapas de isolamento
através de eletroforese em gel de poliacrilamida de 12% na presenga de dodecil sulfato de sodio
(SDS-PAGE), corado com Coomassie Brilliant Blue, com e sem redu¢do da amostra com [-

mercaptoetanol a 100 °C durante 5 minutos (LAEMMLI, 1970).

3.2 Estimativa da massa molecular

A massa molecular da lectina fo1 estimada por SDS-PAGE, por meio da correlagdo
da migragdo da proteina no gel com a migragdo dos marcadores moleculares de massa
molecular conhecida, em condi¢des redutoras e ndo redutoras.

A massa molecular nativa da lectina foi estimada também por cromatografia de gel
filtragdo em uma coluna BioSuite HR 250, 5 um acoplada ao sistema H-Class Bio UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatography, Waters Corp.), utilizando proteinas de massa molecular
conhecida tiroglobulina bovina (669 kDa), apoferritina, 443 (kDa), B-amilase (220 kDa), alcool
desidrogenase (150 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) e

lisozima (14 kDa) como padrao de eluigdo.

3.3 Inibicao da atividade hemaglutinante
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Para a inibicdo da atividade hemaglutinante foram utilizados carboidratos e
glicoproteinas, segundo a metodologia previamente estabelecida (SAMPAIO et al., 2002). A
proteina purificada foi submetida a um teste de inibicdo da atividade hemaglutinante, para
que a especificidade da proteina alvo fosse determinada. Os carboidratos utilizados foram:
D-xilose, D-ribose, L-fucose, L-arabinose, L-ramnose, D-galactose (Gal), D-manose, D-glicose
(Glc), D-glucosamina, D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc), acido D-galacturdnico, D-frutose, D-sacarose, D-melibiose, a-D-
lactose, D-lactulose, D-maltose, D-rafinose, metil-a-D-galactopiranosideo, metil-p-D-
galactopiranosideo, metil-B-D-tiogalactose, fenil-p-D-galactopiranosideo, 4-nitrofenil-o-D-
galactopiranosideo, 2-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo, a-metil-manosideo, lactulose, B-
lactose, sacarose, fenil-B-D-galactose, N-acetil-D-manosamina, transferrina humana,
asilofetuina bovina, tiroglobulina suina, mucina de estbmago de porco tipo 2 (PSM-II) e
mucina de estbmago de porco tipo 3 (PSM-III), mucina submaxilar bovina (BSM) e fetuina

bovina.

3.4 Caracterizacio fisico-quimica da lectina

O efeito de ions divalentes na atividade hemaglutinante foi avaliado através da
presenca de CaCl> e EDTA durante os testes de atividade hemaglutinante.

Para avaliar a estabilidade da proteina frente a variagdes de pH, a lectina (1 mg.mL"
1 foi solubilizada em NaCl 0,15 M e diluida em tampdes de diferentes pH (acetado de sodio
100 mM, pH 4 e pH 5, fosfato de s6dio 100 mM, pH 6, tris 100 mM, pH 7 e pH 8, glicina 100
mM, pH 9 e pH 10, todos contendo NaCl 0,15 M), posteriormente a atividade hemaglutinante

foi avaliada.

3.5 Determinacio da estrutura primaria

3.5.1 Determinacdo da massa intacta

A massa molecular média da lectina foi determinada por ESI-MS (Ionizac¢do por
Electrospray - Espectrometria de massas), conforme descrito por Carneiro et al. 2017. Uma
solucdo da lectina (10 pMol.uL-1) foi infundida em uma fonte de ionizagao do tipo eletrospray
acoplada a um espectrometro de massas Synapt HDMS (Waters). O espectrometro operou em

modo positivo e foi calibrado com acido fosforico na faixa de 100 a 1500 m/z. Os dados obtidos
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foram coletados, processados e deconvoluidos com o pacote de software MassLynx 4.1.

3.5.2 Determinacao da sequéncia de aminoacidos por espectrometria de massas (MS/MS)

3.5.2.1 Digestdo da lectina com enzimas proteoliticas em gel

Para a determinagdo da sequéncia de aminoacidos por espectrometria de massas
(MS/MS), a lectina purificada foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida/dodecil
sulfato de sodio (SDS-PAGE) de 12% corado com Coomassie Brilliant Blue (LAEMMLI,
1970). As bandas foram excisadas e descoradas segundo o protocolo previamente estabelecido
(SHEVCHENKO et al., 2007).

As bandas eletroforéticas descorados da proteina seguiram para digestdo com a
enzima proteolitica tripsina. As digestdes foram realizadas em bicarbonato de amonio 25 mM
a 1:50 p/p (enzima/substrato), mantidas a 37 °C por 18 horas. A digestdo foi interrompida com
adi¢do de 2 pL de acido foérmico a 2%. Os peptideos resultantes foram extraidos do gel

conforme Shevchenko et al. (2007).

3.5.2.2 Sequenciamento dos peptideos obtidos por digestédo

As solugdes contendo-os foram injetadas em uma coluna de fase reversa BEH-C18
(100 um x 100 mm) em um sistema nanoAcquity (Waters Corporation, MA, EUA) e eluidos
por gradiente linear de acetonitrila, contendo 0,1% de 4acido formico. Os eluatos foram
infundidos diretamente em uma fonte de nanoelectrospray no espectrometro de massas (nESI-
LC/MS).

O espectrometro de massas operou em modo positivo na faixa de 50 a 3000 m/z,
sob voltagem do capilar de 3,5 kV e temperatura da fonte de 363 K. As anélises de LC-MS/MS
foram conduzidas de acordo com a fungdo DDA (Data Dependent Analysis — Andlise
Dependente de Dados), sendo selecionados para analise de MS/MS ions precursores com carga
(z) entre 2+ e 4+, onde foram fragmentados por Dissocia¢do Induzida por Colisdo (CID),

utilizando argénio como gas de fragmentacao.

3.5.2.3 Andlise dos dados

Para a analise de dados os espectros coletados foram processados pelos programas
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MassLynx v4.1 e ProteinLynx v2.4 (Waters Corporation). Os espectros de fragmentacao

interpretados manualmente pelo uso da ferramenta PepSeq (Waters).
3.5.2.4 Analise dos peptideos sequenciados
A similaridade de sequéncia com proteinas conhecidas foi avaliada online

(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) usando o BLASTp com o banco de dados disponivel
no National Center for Biotechnology Information (NCBI) (MADDEN, 2002).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacio da lectina

A lectina, presente na alga marinha vermelha Osmundaria obtusiloba, denominada
OOL (Osmundaria obtusiloba lectin) foi isolada seguindo o protocolo de purificacdo ja
estabelecido por Melo e colaboradores, 2004. A purificagdo de OOL ocorreu por meio da
combinac¢do de precipitacdo com sulfato de amonio a 60% de saturacdo e das cromatografias
de troca idnica e afinidade.

O fracionamento com sulfato de amonio, empregado como primeira etapa de
purificacdo de OOL, ¢ um dos métodos mais comuns de precipitacdo de proteinas, utilizado
tanto em escala de bancada quanto em escala industrial. Como ressaltam Englard e Seifter
(1990), a remocgao de proteinas que facilmente agregam daquelas que sdo muito soluveis, que
o efeito “salting out” promove, torna essa técnica uma boa etapa de purificagdo inicial para
pequenas proteinas soluveis.

Lectinas como as de Bryophyllum pinnatum (DEVI et al., 2021) e Auricularia
auricula (LIU et al., 2021) sdo exemplos da utilizagdo da técnica como um dos primeiros passos
de purificagdo. As lectinas das algas Tichocarpus crinitus, TCL (MOLCHANOVA et al., 2010);
Gracilaria ornata, GOL (LEITE et al., 2005); Hypnea musciformis, HML (NAGANO et al.,
2002) e Solieria filiformis, SfL. (BENEVIDES; LEITE; FREITAS, 1996) sao exemplos do
emprego desse método de precipitagdo, uma vez que essas moléculas descritas em algas tém
justamente essa caracteristica de pequenas massas € podem facilmente ser isoladas usando esse
passo no processo de isolamento.

A utilizagdo da precipitagdo com sais € uma etapa de purificagdo, geralmente nao
suficiente, pois uma de suas deficiéncias é que os contaminantes, frequentemente presentes,
precipitam com a proteina de interesse, necessitando de outros passos para obter uma amostra

de proteina pura, como a cromatografia de troca i6nica (DUONG-LY; GABELLI, 2014).

4.1.1 Cromatografia de troca ionica

A fragdo 0-60% dialisada seguiu para cromatografia de troca idnica em matriz de
DEAE-Celulose (FIGURA 2) as fragdes foram monitoradas a 280 nm e mediante atividade
hemaglutinante. O pico retido (P2D) foi eluido com adicdo de NaCl 0,5 M e encerrou a

atividade hemaglutinante. As fragdes foram reunidas dialisadas e liofilizadas e utilizadas para
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uma nova etapa de purificagao.

Figura 2 — Cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Celulose.
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Fonte: Autor. A coluna (2 cm x 2,8 cm) foi equilibrada e lavada com Tris-HCI 20 mM, pH 7,5; contendo
CaCl, 5 mM. As fragdes retidas foram eluidas com Tris 20 mM, pH 7,5; contendo NaCl 500 mM e
CaCl, 5 mM (TB/Ca?".). A cromatografia foi conduzida com fluxo de 2 mL.min"! e fragdes de 2,5 mL
foram coletadas. O eixo secundario indica a atividade hemaglutinante dos picos. (e—e) absorbancia a
280 nm (0—o) atividade hemaglutinante (U.H.mL"").

A cromatografia de troca idnica (DEAE) é comumente observada nos processos de
purificagdo de lectinas de organismos marinhos, sendo um processo eficiente de isolamento,
a lectina de Gracilaria ornata, GOL (LEITE et al., 2005); Hizikia fusiformis, HFL (WU et al.,
2016), Halimeda renschii, HRLA0 (MU et al., 2017) e mais recentemente Gracilaria
canaliculata, GCL (TRANG, 2021) foram isoladas tendo a cromatografia de troca ionica DEAE
no processo de purificacdo.

Além disso, a aplicag@o da técnica na purificacdo de OOL beneficia-se da retirada
de pigmentos, que auxilia sua utiliza¢do nos passos iniciais de purificagdo, principalmente em
algas vermelhas (SINGH; WALIA, 2018). Como relata GEYER (2018), O. obtusiloba
apresenta forte desprendimento de pigmentacdo em estudos laboratoriais em comparagdo a
outras espécies da mesma tribo, essa caracteristica foi atestada ao longo do presente estudo.

Para remediar esse entrave, foram empregados técnicas de precipitacdo de
pigmentos, como a acidificacdo, no entanto ndo obtivemos €xito na remocdo dos possiveis
contaminantes, o que ressalta a utilizacdo da cromatografia de troca idnica antecedendo a
afinidade, ja que os pigmentos geralmente interferem nas etapas cromatograficas subsequentes,
podem danificar o sistema de cromatografia de afinidade e/ou exclusao molecular, e prejudicar

a purificagdo, visto que podem impedir a capacidade de ligacdo da lectina ao adsorvente de
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afinidade (NASCIMENTO et al., 2006; DE SANTANA et al., 2008; SURYA; HARIDAS,
2018).

A Dietilaminoetil celulose (DEAE-C) ¢ uma resina positivamente carregada, ou
seja, um trocador anionico, escolhido quando se quer utilizar um tampao com pH maior que o
ponto isoelétrico (pl) da proteina de interesse, sugerindo que o pI de OOL seja menor que o pH
utilizado no protocolo adotado (< 7,5). Dessa forma, estando em conformidade com a literatura,
que ressalta que em geral, o pl de lectinas de algas vermelhas esta na faixa de 4 — 6, assim como,
Tichocarpus crinitus, TCL (MOLCHANOVA et al., 2010); Aglaothamnion oosumiense, AOL
— 1 (HAN et al., 2012) e Amansia multifida, AML (MESQUITA et al., 2021). J4 as lectinas CcL
de Caulerpa cupressoides (DE QUEIROZ et al., 2016); Hizikia fusiformis, HFL (WU et al.,
2016); BSL de Bryothamnion seaforthii (GONZAGA DO NASCIMENTO-NETO et al., 2012)
e PcL de Pterocladiella capillacea (OLIVEIRA et al., 2002) sao exemplos da aplicacdo da

matriz de DEAE-Celulose no processo de purificacao.
4.1.2 Cromatografia de afinidade

A purificagdo foi concluida através da cromatografia de afinidade em matriz de
Goma de guar (FIGURA 3). O pico adsorvido foi eluido com Glicina 0,1 M e corresponde a

lectina ja isolada, denominada OOL (MELO et al, 2004).

Figura 3 — Cromatografia de afinidade em matriz de Goma de guar.
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Fonte: Autor. A coluna (2 cm x 4,8 cm) foi equilibrada e lavada com Tris-HC1 20 mM, pH 7,5; contendo
CaCl, 5 mM. As fragdes retidas foram eluidas com tampao Glicina 100 mM, pH 2,6; contendo 150 mM
de NaCl. A cromatografia foi conduzida com fluxo de 0,5 mL.min"!, e as fragdes de 2,5 mL foram
coletadas. O eixo secundario indica a atividade hemaglutinante dos picos. (e—e) absorvéncia a 280 nm
(0—o) atividade hemaglutinante (U.H.mL™").
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Em conjunto com o fracionamento com sulfato de amonio e a cromatografia de
troca i0nica, a cromatografia de afinidade em matriz de Goma de guar foi usada como ultima
etapa da purificacdo da OOL. A cromatografia de afinidade ¢ a método mais escolhido para
purificacdo de lectinas, gracas a ligagcdo especifica entre a lectina e a matriz, principalmente
em passo unico, seguido pela precipitagio com sulfato de amoénio, como revela
NASCIMENTO et al. (2012), que ainda observa que processos que contém uma etapa de
afinidade obtém maiores rendimentos de recuperacao e fator de purificagdo em comparagao
aos que ndo utilizam etapa semelhante. Lectinas de Grateloupia chiangii (HWANG et al.,
2020); Bryopsis plumosa (HAN et al., 2011); Georgiella confluens (SOUZA et al., 2010) e
Ptilota plumosa (SAMPAIO et al., 2002) foram isoladas com auxilio da cromatografia de
afinidade.

A utilizacao dessa técnica ¢ antiga e pode ter diferentes focos no trato com proteinas.
Podemos observar sua utilidade em processos como, concentragdo de solugdes diluidas de
proteinas, na remocdo de formas desnaturadas de uma proteina purificada e na separagao e
resolucdo de componentes de proteina resultantes de modificagdes quimicas especificas de
proteinas purificadas (CUATRECASAS; ANFINSEN, 1971). A Goma de guar tem como
principal componente o guar galactomanano, que ¢ um composto de galactosil ligado (al1-6) a
estrutura da manose, e € um conjugado de afinidade, atestado como um polissacarideo capaz de
precipitar lectinas especificas a galactose, o que sugere a especificidade de OOL
(TYAGI; AGARWAL; GUPTA, 1996; CARNEIRO et al., 2017). Muitas lectinas de algas,
assim como OOL, demonstram esse tipo de afinidade, consequentemente fazem uso da coluna
de Goma de guar, tais como: Ptilota serrata (SAMPAIO et al., 1998); Pterocladiella
capillacea (OLIVEIRA et al., 2002); Hizikia fusiformis (WU et al., 2016) e Spirogyra spp.
(OLIVEIRA et al., 2017).

4.2 Caracteriza¢ao bioquimica
4.2.1 Atividade hemaglutinante

O extrato bruto da alga marinha O. obtusiloba foi testado contra eritrocitos humanos
do sistema ABO e eritrocitos de coelhos, onde apresentou atividade hemaglutinante contra os

eritrocitos de coelho, nativos e tratados com enzimas proteoliticas (TABELA 2). A Fragao 0/60

apresentou incremento da atividade hemaglutinante. As fragdes nao retidas e retidas a coluna,
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tanto da cromatografia de troca idnica, quanto da cromatografia de afinidade apresentaram

atividade hemaglutinante contra eritrécitos de coelho nativo (TABELA 3).

Tabela 2 — Atividade hemaglutinante do extrato bruto da alga Osmundaria obtusiloba.
Tratamento enzimatico

Eritrocitos Nativo Pronase Tripsina
A _ _ _
(o) _ _ _
Coelho + + +

Fonte: Autor. Os eritrocitos testados foram: humano tipo A, tipo O e coelho, nativos e tratados com
pronase e tripsina.

Tabela 3 — Atividade hemaglutinante das etapas de purificacdo de OOL com eritrocitos
de coelho (nativo).

Amostra (UH./mL).
Ext. BT 64
Prec. 256
P1D 32
P2D 128
P1G 4
OOL 4

Fonte: Autor. Ext. BT: extrato bruto. Prec.: Precipitado 0-60% com sulfato de amonio. P1D: pico ndo
retido em matriz DEAE. P2D: pico retido em matriz DEAE. P1G: pico ndo retido em matriz Goma de
guar. OOL: Osmundaria obtusiloba lectin.

Apesar do titulo de hemaglutinagdo igual no P1 da cromatografia de afinidade e no
P2, OOL foi considerada e posteriormente atestada como isolada no P2, seguindo o que foi
realizado por Melo et al. (2004).

No entanto, os resultados encontrados nesse trabalho diferem dos encontrados em
2004, onde a lectina exibia preferéncia por eritrocitos do grupo O, tratados com bromelaina,
seguido por eritrocitos do grupo A e depois coelho. Neste caso, a lectina purificada (OOL) nao
apresentou aglutina¢do para o sangue O e A, apresentando padrdo de aglutinagdo como no
extrato bruto, aglutinando eritrécitos de coelho nativo, mas nao para os tratados com as enzimas
pronase e tripsina (TABELA 4).

O extrato bruto de Osmundaria obtusiloba apresentou atividade hemaglutinante
contra eritrécitos de coelho, nativos e tratados com enzimas proteoliticas. Esses eritrocitos

quando maduros tém pelo menos sete proteinas principais com pesos moleculares variando de
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Tabela 4 — Atividade hemaglutinante da OOL com eritrocitos de coelho, nativos e
tratados com enzimas proteoliticas (U.H./mL™).

Tratamento enzimético
Eritrocitos Nativo Pronase Tripsina

Coelho 4 - -

Fonte: Autor.

23 a 250 kDa, mas ndo possuem as principais sialoglicoproteinas e outras glicoproteinas que
sdo detectadas em eritrocitos humanos. A maioria das lectinas de algas vermelhas segue esse
padrdo de aglutinacdo com preferéncia por eritrocitos de coelho (SINGH; WALIA, 2018;
LIGHT; TANNER, 1977), como a lectina de Gracilaria firma que foi capaz de aglutinar
eritrocitos de coelho, mas nenhuma das amostras de sangue humano (SAN PASCUAL et al.,
2017). Contudo, OOL apresentou preferéncia apenas por eritrocitos nativos, diferentemente das
lectinas de Carpopeltis flabellata (HORI et al.,1987); Hypnea musciformis (NAGANO et al.,
2002); Boodlea coacta; Hypnea japonica e Solieria robusta (HORI; MIYAZAWA; ITO, 1990)
que apos a purificagdo, mantinham a aglutinacao tanto por eritrocitos nativos de coelho, quanto
para os tratados com enzimas proteoliticas.

O tratamento de eritrocitos com enzimas proteoliticas ¢ um procedimento que
comumente expode residuos de carboidratos inicialmente inacessiveis, sendo assim muitas
lectinas apresentam maior especificidade por hemadcias tratadas (SAMPAIO; ROGERS;
BARWELL, 1998). Além disso, as enzimas clivam as proteinas que podem impedir a ligagdo
das lectinas aos carboidratos presentes na superficie celular da hemacia (NAGANO et al., 2002),
assim como, durante a clivagem pode ocorrer a perda de algum carboidrato ligado a proteina
clivada e assim diminuir a aglutinacdo da lectina. Dessa forma, a atividade de OOL apenas por
eritrocitos nativos de coelhos deve ser, em parte, como resultado da presenca do alto teor de 9-
O-acetil neuraminico nos glicoconjugados de superficie de eritrocitos desse animal (DENIS et

al., 2003).

4.2.2 Inibicdo da atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante da OOL foi inibida por manana, transferrina,

asialofetuina e tiroglobulina (TABELA 5).

Tabela 5 — Inibicdo da atividade hemaglutinante (Continua).
Carboidrato Inibicdo (mM)
Fenil-B-D-galactopiranosideo NI
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Tabela 5 — Inibi¢do da atividade hemaglutinante (Conclusio).

Carboidrato Inibicao
Metil-a-D-galactopiranosideo NI
4-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo NI
Metil-B-D-galactopiranosideo NI
2-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo NI
a-metil-manosideo NI
a-lactose monohidratada NI
L-fucose NI
L-arabinose NI
Melibiose NI
L-ramnose NI
Lactulose NI
D-galactose (Gal) NI
Acido D-galacturénico NI
D-manose NI
D-glucosamina NI
Mucina de estomago de porco tipo 2 (PSM-II) NI
Mucina de estdbmago de porco tipo 3 (PSM-III) NI
Metil-B-D-tiogalactose NI
N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc) NI
D-galactosamina NI
D-glicose NI
D-rafinose NI
D-frutose NI
B-lactose NI
D-ribose NI
Sacarose NI
D-xilose NI
D-maltose NI
Fenil-B-D-galactose NI
N-acetil-D-galactosamina (GalNAc) NI
N-acetil-D-manosamina NI
Fetuina bovina NI
Manana de Saccharomyces cerevisiae 1 mg. mL!
Mucina submaxilar bovina (BSM) NI
Transferrina humana 1 mg. mL!
Asilofetuina bovina 1 mg. mL"!
Tiroglobulina suina 1 mg. mL!

Fonte: Autor. NI: Nio inibiu a uma concentra¢do de 50 mM ou 1 mg. mL".

OOL seguiu o padrdo de lectinas de algas marinhas de inibi¢do por carboidratos
complexos ou glicoproteinas (HORI; MIYASAWA, ITO, 1990; ROGERS; HORI, 1993). A
lectina ndo foi inibida por nenhum monossacarideo testado, mas sua atividade hemaglutinante
foi inibida pela manana de Saccharomyces cerevisiae, um polissacarideo de armazenamento
presente em sua parede celular, que consiste de uma estrutura linear ligada a a(1-6), cadeias

laterais de unidades de manose ligadas a a(1-2) e a(1-3) (SINGH; SINGH; ARYA, 2018). Essa
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especificidade, concorda e adequa-se a afinidade estabelecida em sua purificacdo, pela matriz
de goma de guar, a qual também possui ligacdes a estrutura da manose. Inibicao semelhante a
de OOL, por manana de levedura, foi observada nas lectinas de algas vermelhas MEL de
Meristiella echinocarpum (CHAVES et al., 2018a) e KSL Kappaphycus striatus
(HUNG; TRINH, 2021).

A lectina de O. obtusiloba também foi inibida pelas glicoproteinas tiroglobulina
suina, asilofetuina e transferrina humana, todos os quais, junto com a manana de levedura,
possuem N-glicanos do tipo manose nas moléculas (SATO; HORI, 2011). Estes resultados
sugerem que OOL pode ter afinidade especifica para N-glicanos de alta manose. Em 2016,
Hirayama et al. descreveu um padrao de inibi¢ao bastante similar para as lectinas recombinantes
(His-TKAA-1 e rKAA-1) e para KAA-1 e KAA-2 nativas, de ligacdo preferencial por
glicoproteinas contendo N-glicanos do tipo de alta manose. Esse tipo de afinidade ¢ comum em
lectinas de algas marinhas e ¢ uma das caracteristicas que enfatiza o potencial biomédico dessas
moléculas, sendo recorrente em lectinas desses organismos que apresentam potencial inibigao
de doengas virais (SINGH; WALIA, 2018; BARRE et al., 2020).

Em contraste, a lectina purificada por Melo et al., 2004 foi inibida por agucares
simples, sendo a substincia inibidora mais potente a N-acetilgalactosamina. Sua descri¢ao
também apresenta a inibi¢do pela D-galactose e outros derivados (a-lactose e D-galactosamina)

e foi fortemente inibida pela mucina do estdmago do porco.

4.3 Caracterizacao fisico-quimica

4.3.1 Efeito de pH

A atividade hemaglutinante da OOL foi observada no pH 5, 7 e 8 (FIGURA 4).

A atividade hemaglutinante da lectina foi observada no pH 5, 7 e 8, sendo mais
estavel no pH 7. Essa caracteristica, de exibir atividade proxima a faixa de pH neutro (6-8) ja
foi relatada para lectinas de algas vermelhas, a lectina TCL de Tichocarpus crinitus
(MOLCHANOVA et al., 2010), assim como OOL, apresenta atividade hemaglutinante méxima
entre o pH 7 e 8, reduzindo fora desses valores e sendo irreversivelmente inativada no pH 4 e
10. J4 a lectina de Acrocystis nana (ANAM et al., 2017), t€m como pico de atividade o pH 6 e
7.
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Figura 4 — Efeito do pH na atividade hemaglutinante.
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Fonte: Autor.

4.3.2 Efeitos de ions divalentes

Ao avaliar o efeito da presenga ¢ auséncia de ions divalentes na atividade
hemaglutinante foi observado que a lectina apresentou dependéncia de cations divalentes,
constatado com o aumento da atividade hemaglutinante pela adicdo de cloreto de calcio.

(TABELA 6).

Tabela 6 — Teste de dependéncia de cations divalentes da OOL.

Solucio U.H.mL"!
EDTA 16
CaCl; 128

Fonte: Autor. Foram utilizados eritrocitos de coelho.

O EDTA (4cido etilenodiamino tetra-acético), ¢ um agente quelante, ou seja, forma
complexo com ions metdlicos, dessa forma, uma vez que o EDTA diminuiu a atividade
hemaglutinante ao capturar os ions de calcio, significa que OOL depende dessa ligacdo para
manter a hemaglutinagdo mais estavel.

Muitos estudos demonstraram que as lectinas sdo proteinas dependentes de cations
divalentes, pois entre outros motivos, os ions metdlicos divalentes ajudam a manter a
conformacdo da lectina e estabilizar os residuos de aminoécidos em locais especificos de
ligagcdo da cadeia lateral do agliicar e aumentar a atividade de hemaglutinacao (KABIR et al.,

2019). No entanto, essa caracteristica ndo ¢ comum em lectinas oriundas de algas. De fato, em
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geral as lectinas de algas vermelhas ndo necessitam de cations divalentes para a manutengado
da sua atividade hemaglutinante (SINGH; WALIA, 2018). Contudo, assim como OOL,
podemos observar em Ptilota filicina (SAMPAIO; ROGERS; BARWELL, 1998) e
Enantiocladia duperreyi (BENEVIDES et al., 1998) algas vermelhas que possuem lectinas
que ndo seguem esse padrdo, apresentando dependéncia de ions metalicos divalentes. Essa
caracteristica de OOL apresenta conformidade com o obtido por Melo et al. (2004), onde a

lectina encontrada dependia de ions divalentes para sua atividade.
4.4 Caracterizacao estrutural

4.4.1 Estimativa da massa molecular

4.4.1.1 Estimativa da massa molecular por eletroforese

Em SDS-PAGE, OOL apresentou uma tnica banda de massa molecular estimada

em 15 kDa, na auséncia de 2-mercaptoetanol, e em condigdes redutoras apresentou massa de

20,2 kDa (FIGURA 5).

Figura 5 — SDS-PAGE da cromatografia de afinidade.
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Fonte: Autor. M: marcador molecular (HSA — 66 kDa; rSfL — 30 kDa; CCL — 15 kDa). 1: OOL na
auséncia de B-mercaptoetanol. 2: OOL na presenca de -mercaptoetanol.

Conforme observado em SDS-PAGE, a OOL apresentou uma unica banda de
massa molecular estimada em 15 kDa, na auséncia de 2-mercaptoetanol, ¢ em condi¢des

redutoras apresentou massa de 20,2 kDa, indicando uma possivel presenca de pontes de
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dissulfetos intramoleculares, que pode ser evidenciado por essa massa superior em condig¢des
redutoras (HORI; MATSUBARA; MIYAZAWA, 2000). A adi¢do de 2-mercaptoetanol quebra
as pontes dissulfeto, essa quebra favorece uma expansao da proteina que altera sua migragao
no gel. Essa caracteristica também ¢ observada em CAL de Craniella australiensis (XIONG
et al., 2006). A presenca de pontes de dissulfeto, principalmente com alta especificidade por
carboidratos complexos ja ¢ conhecida em lectinas de algas, e confere a elas mais estabilidade
molecular quando comparada as de plantas terrestres superiores (NAGANO et al., 2005a).

Em 2004, a lectina purificada por Melo et al. apareceu como uma tnica banda em
SDS-PAGE, na auséncia de 2-mercaptoetanol, ¢ duas bandas em SDS-PAGE na presencga de
2-mercaptoetanol correspondendo a pesos moleculares de 59,6 e 15,2 kDa. Em condigdes
redutoras, ha uma discrepéancia entre essa proteina em comparagdo com OOL, que apareceu
em banda tUnica.

A maioria das lectinas isoladas de algas marinhas sdo proteinas de baixo peso
molecular (ROGERS; HORI, 1993), com o menor valor relatado para as lectinas da alga
vermelha Bryothamnion triquetrum (Gmelin) Howe e B. Seaforthii (Turner) Kiitzing, com
valores de 3,5 e 4,5 kDa, respectivamente (AINOUZ et al.,1995). Assim como OOL, as
lectinas de Ptilota plumosa, 17,4 kDa (SAMPAIO et al., 2002); Enantiocladia duperreyi, 16
kDa (BENEVIDES et al.,1998) e Gracilaria ornata, 17 kDa (LEITE et al., 2005) também

possuem massa molecular baixa entre 10 e 20 kDa.

4.4.1.2 Estimativa da massa molecular nativa por exclusdo molecular

Na cromatografia de exclusdo molecular em coluna BioSuite HR 250 (5 pum)
acoplada ao sistema H-Class Bio UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography, Waters
Corp.), OOL apresentou massa molecular estimada de aproximadamente 45 kDa (FIGURA 6).

Em cromatografia de exclusdao molecular, OOL apresentou uma massa molecular
estimada em 45 kDa, sugerindo que a proteina consiste de um trimero formado por trés
subunidades idénticas, ao relembrar que em SDS-PAGE a massa molecular foi estimada em
15 kDa. Geralmente, lectinas de algas sao monoméricas (ROGERS; HORI, 1993). No entanto,
OOL nao seguiu esse padrao, assim como lectinas de Ptilota filicina (SAMPAIO; ROGERS;
BARWELL, 1998) e P. serrata (SAMPAIQO et al., 1998) que, também, possuem estruturas
triméricas.

Melo et al. (2004), também relatou que a lectina que ndo possui a caracteristica de

monomérica. Contudo, em contraste com OOL, ela foi descrita como um dimero com
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subunidades diferenciadas. Dessa forma, apesar de trabalharmos em prol de isolar a mesma
proteina obtida de forma pura no inicio dos anos 2000 por Melo et al. e posteriormente darmos
continuidade aos estudos estruturais dessa molécula, de potencial futuro promissor,
encontramos demasiadas discordancias em nossos dados. Assim sendo, embora tenhamos

adotado o mesmo protocolo desse autor, os resultados sugerem se tratar de lectinas distintas.

Figura 6 — Estimativa da massa molecular nativa de OOL por cromatografia de exclusao
molecular.
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Fonte: Autor. A: Cromatograma da exclus@o molecular em BioSuite HR 250, equilibrada com Tris 20 Mm, pH
7,0, contendo 100 mM de NaCl. B: A linha representa a curva de regressdo linear calculada pelos valores das
proteinas padrdes: Tiroglobulina bovina, 669 kDa (1), Apoferrina, 443 kDa (2), f—amilase, 220 kDa (3), Alcool
desidrogenase, 150 kDa (4), Albumina sérica bovina, 66 kDa (5), Anidrase carbdnica, 29 kDa (6) e Lisozima, 14
kDa (7).

4.4.2 Determinacdo da massa molecular intacta

Em ESI-MS, a massa molecular da OOL foi de 18.474 +2 Da (FIGURA 7), estando
em concordancia com a massa estimada por SDS-PAGE, com pequenas alteracdes em torno
do valor, indicando a presenca de isoformas. A ocorréncia de isoformas em lectinas de algas ¢
bastante comum na literatura, como observado na lectina de Amansia multifida da mesma
familia de O. obtusiloba, que apresenta cinco isoformas (MESQUITA et al., 2021), assim
como em Solieria filiformis, SfL — 1 e SfL. — 2 (CHAVES et al., 2018b); Bryothamnion
seaforthii, BSL-1, BSL-2, BSL-3, BSL-4 e BSL-5 (GONZAGA DO NASCIMENTO-NETO
et al.,2012); Bryothamnion triquetrum, BTL (CALVETE et al., 2000) ; Eucheuma serra, ESA
—1 e ESA-2 (KAWAKUBO et al., 1997) e Hypnea japonica, hipninas A, B, C e D (HORI et
al., 1986).
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Figura 7 — Determinagdo da massa molecular de OOL por espectrometria de massa de
ionizagao por eletrosplay (ESI-MS).
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Fonte: Autor. ESI-MS deconvoluido de OOL. A lectina (10 pmol.uL!) foi dissolvida em acetonitrila 50%
contendo acido formico a 0,2% e infundido na fonte NanoEsi acoplada a um espectrometro de massas ESI-Q-
ToF.

4.4.3 Determinacdo da estrutura primdria parcial de OOL

A digestao de OOL com a enzima tripsina produziram no total 13 peptideos

(TABELA 7).

Tabela 7 — Peptideos sequenciados de OOL resultantes da digestao triptica.

Massa A
Peptideo (m/z) Sequéncia de aminoacidos Observada  Calculada (Da)
T1 817.34 QMACQFTLSANAYK 1631.66 1631.74 0.08
T2 853.35 RTQCEFTNNGVCLY 1703.70 1703.73 0.04
T3 54427  QGPSSVGGTLGK 1086.52 1086.56 0.04
T4 858.88  ENNSCQFTLPADLHK 1715.74 1715.75 0.01
T5 353.21 LTFPAR 703.38 703.40 0.02
T6 44928  SPQPLVTR 896.52 896.50 -0.02
T7 43423  LTSQQYK 866.44 866.44 0.01
T8 812.36 PTPGTNDNYLGGCVR 1619.66 1619.73 0.07
T9 729.83 KMETGHCQDHDT 1457.64 1457.56 -0.08
T10 551.29 QPSQAGTVDAK 1100.54 1100.54 -0.02
T11 810.88 PTPGTNDNYLGGCVR 1619.70 1619.73 0.03
T12 94543 MWTETTSNPGLTYPYK 1887.82 1887.87 0.05
T13 836.47 PTYEGLGAPDPEQGLK 1670.90 1670.81 -0.09

Fonte: Autor. (m/z): massa carga; A: massa calculada — massa observada; T: tripsina.

A determinagdo da estrutura primaria parcial de OOL foi realizada por

sequenciamento dos peptideos por (MS/MS) oriundos da digestdo triptica. Uma busca por
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estruturas protéicas com sequéncias de aminodcidos semelhantes aos peptideos sequenciados
de OOL foi realizada por meio do BLASTp (MADDEN, 2002). Quando os peptideos de OOL
foram comparados com todas as outras sequéncias de proteinas depositadas em bancos de
dados publicos, nenhuma similaridade significativa foi encontrada.

Esses resultados, apesar de preliminares e parciais, quando alinhados com algumas
caracteristicas dispares das habitualmente observadas em lectinas de algas marinhas vermelhas,
como a nao hemaglutinagdo por eritrocitos tratados com enzimas proteoliticas e de ndo se
apresentar como um monomero, pode sugerir que OOL nao esta relacionada evolutivamente a
nenhuma outra estrutura de lectina conhecida, podendo ser membro de uma nova familia de
lectinas (CALVETE et al., 2000).

Para que haja essa defini¢do, os estudos de determinagdo da estrutura primaria sao
o primeiro passo. No caso das lectinas, essa etapa ¢ ainda mais importante, podendo servir
para caracterizar a massa da molécula; sua especificidade, ou seja, o dominio de ligacdo; a
composicdo de aminoacidos ¢ o compartilhamento de dominios entre eles; o parentesco
estrutural, pela analise da similaridade a outras proteinas distribuidas em bancos de dados; a
heterogeneidade, como presenca de isoformas; além de modificagdes pos-traducionais, como
glicosilagdo e fosforilagdo (TRINH, 2021).

E também devido a essa caracterizagio, da diferenca de especificidade de agticar
de lectinas/ hemaglutininas e a diversidade de glicosilagdo das moléculas, que elas sdo
fortemente relacionadas como iniciadores de reacdes distintas com diferentes tipos de células
(DAN et al., 2016). Consequentemente, a capacidade de reconhecer especificamente os
carboidratos da superficie celular tornaria essas proteinas agentes de ligacao e reconhecimento
de uma ampla gama de patdgenos, incluindo fungos, bactérias, virus e parasitas, além de as
tronar capaz de aglutinar e neutralizar esses microrganismos.

Assim como OOL, outras lectinas oriundas de algas, principalmente vermelhas,
estdo atraindo a ateng¢do, varias foram descobertas de organismos pertencentes a este conjunto
de algas, tais como: EAA-1 e EAA-2 (KAWAKUBO et al., 1999); Pterocladiella capillacea,
PcL (OLIVEIRA et al., 2002); Gracilaria cornea, GCL (LIMA et al., 2005); Acanthophora
spicifera, ASL (MANGAIYARKARASI; NADIMUTHU; ADITHAN, 2019); e recentemente,
Grateloupia chiangii, GCL (HWANG et al., 2020) e Kappaphycus striatus, KSL (HUNG;
TRINH, 2021). Essas proteinas sao objetos de estudo, também gracas a essas propriedades
biotecnoldgicas/ farmacologicas e terapéuticas ja observadas, incluindo atividades antitumoral,
antimicrobiana, anti-inflamatdria, antinociceptiva e antiviral, como exemplo, a lectina

Griftithsin (GRFT), de Griffithsia sp. que ja passa por testes para a formulacdo de GRFT em
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um produto microbicida contra o retrovirus HIV (WATANABE et al., 2013; KRAMZER et al.,
2021).

Além disso, OOL, se apresenta promissora, pois O. obtusiloba ja demonstrou
diversas atividades biologicas, principalmente pelos seus extratos, como na fracao descrita ha
mais de uma década atras por DE OLIVEIRA et al. (2009), onde ja apresentava composi¢ao
rica em lectinas, capaz de inibir as enzimas tripsina e a-amilase, indicando seu potencial uso na

producao de medicamentos contra o diabetes.
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5 CONCLUSAO

Uma lectina presente na alga marinha vermelha Osmundaria obtusiloba (OOL) foi
purificada pela combinagao de precipitagdo salina com sulfato de amoénio e das cromatografias
de troca i6nica e afinidade. A lectina estavel em pH neutro, demonstrou possuir preferéncia de
ligacdo a manose, ressaltando seu potencial biotecnoldgico, uma vez que essa especificidade ¢
comum em moléculas que combatem doencas respiratorias. Através de espectrometria de
massas foi possivel obter informagdes parciais sobre sua estrutura primaria, determinada em 13
peptideos sequenciados por (MS/MS), oriundos da digestdo triptica. Contudo, novos estudos
sdo necessarios para determinagao estrutural completa dessa promissora lectina de alga marinha

vermelha.
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