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RESUMO

Organismos marinhos, como as algas, sdo uma rica fonte de compostos bioativos, com as
lectinas sendo um grupo notavel. As lectinas sdo um grupo de proteinas ou glicoproteinas
capazes de se ligar a carboidratos e que tém potencial em aplicagdes de satide, como diagndstico.
Estudos estruturais de lectinas sdo vitais, pois suas atividades biologicas estdo vinculadas as
interacdes proteina-carboidrato, decodificando informagdes nos glicoconjugados e
impulsionando fung¢des em seres vivos. O objetivo deste trabalho foi caracterizar
estruturalmente a lectina CiL-2 presente na macroalga marinha Codium isthmocladum e avaliar
o seu potencial antimicrobiano em associa¢do com antibidticos. A estrutura primaria de CiL-2
foi determinada por sobreposicao de peptideos sequenciados por espectrometria de massas. A
sequéncia de aminoacidos da proteina consiste de 111 aminoacidos, rica em residuos acidos,
com pl estimado de 3.97 e com massa molecular calculada de 12.039 Da. A lectina possui uma
arquitetura de dominio de lectinas do Tipo-H, familia ligante de GalNAc e/ou galactose e
oligossacarideos com residuos de Gal/GalNAc. A sequéncia assinatura de dominio altamente
conservado nessa familia foi identificada em CiL-2 com poucas modificacdes que também
foram observadas em outras lectinas de algas relacionadas ao grupo. A estrutura tridimensional
e o local de ligagcdo a carboidratos foram preditos e analisadas por meio de ferramentas de
bioinformatica estrutural, onde CiL-2 apresentou uma estrutura tipica de lectinas do tipo-H que
consiste em um B-sanduiche com duas B-folhas antiparalelas, além de um estado de
oligomerizagdo classico, de um hexamero, observado nos principais representantes do grupo.
O sitio de ligagao a monossacarideos de CiL-2 apresentou todos os aminodcidos que fazem
interacdes com os ligantes que sdo conservados nesta familia de lectinas para um monomero.
Um sitio estendido comum em lectinas de origem algal também foi observado, provavelmente
utilizado para acomodar os polissacarideos e glicoproteinas com residuos de GalNAc. A fungao
molecular, o processo bioldgico e a localizagdo da proteina prevista, mostram que CiL-2 ¢ uma
tipica lectina do tipo-H, destacando sua especificidade por GalNAc e sua capacidade de
desempenhar varias funcdes diferentes na célula. CiL-2 ¢ uma molécula com potencial
antimicrobiano em associacdo com o antibidtico tetraciclina, apresentando sinergismo contra
cepas de Staphylococcus aureus. Logo, esse estudo contribuird para que CiL-2 conste como
uma nova lectina de macroalga com estrutura primaria determinada, e com isso, ajude na

compreensdo e classifica¢do funcional e filogenética de lectinas desses organismos.

Palavras-chave: estrutura primaria; lectinas do tipo-H; efeito sinérgico.



ABSTRACT

Marine organisms, such as algae, represent a rich source of bioactive compounds, with lectins
standing out as a notable group. Lectins are a category of proteins or glycoproteins capable of
binding to carbohydrates, showing potential applications in health, including diagnostics.
Structural studies of lectins are crucial, as their biological activities are linked to protein-
carbohydrate interactions, decoding information within glycoconjugates and driving functions
in living organisms. The objective of this study was to structurally characterize the lectin CiL-
2 present in the marine macroalga Codium isthmocladum and evaluate its antimicrobial
potential in combination with antibiotics. CiL-2 primary structure was determined by
overlapping peptides sequenced by mass spectrometry. The protein's amino acid sequence
consists of 111 amino acids, rich in acidic residues, with an estimated pl of 3.97 and a calculated
molecular mass of 12.039 Da. The lectin has a lectin Type-H domain architecture, belonging to
the GalNAc and/or galactose binding family, and oligosaccharides with Gal/GalNAc residues.
The highly conserved domain signature sequence in this family was identified in CiL-2 with a
few modifications also observed in other algae lectins related to the group. The three-
dimensional structure and carbohydrate-binding site were predicted and analyzed using
structural bioinformatics tools, revealing that CiL-2 exhibits a typical Type-H lectin structure,
consisting of a [-sandwich with two antiparallel B-sheets, and a classic hexamer
oligomerization state observed in the main representatives of the group. CiL-2 monosaccharide-
binding site contained all the amino acids interacting with ligands conserved in this lectin family
for a monomer. An extended site common in lectins of algal origin was also observed, likely
used to accommodate polysaccharides and glycoproteins with GalNAc residues. The predicted
molecular function, biological process, and protein location indicate that CiL-2 is a typical
Type-H lectin, emphasizing its specificity for GalNAc and its ability to perform various
functions in the cell. CiL-2 is a molecule with antimicrobial potential in combination with the
antibiotic tetracycline, showing synergy against Staphylococcus aureus strains. Therefore, this
study contributes to establishing CiL-2 as a new macroalga lectin with a determined primary
structure, aiding in the understanding and functional and phylogenetic classification of lectins

from these organisms.

Keywords: primary structure; type-H lectins; synergistic effect.
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13

1 INTRODUCAO

1.1 Algas

As algas s3o um conjunto de organismos cada vez mais investigados principalmente
devido a sua importancia ecoldgica nos ecossistemas aquaticos e seu potencial como
reservatorio de substancias bioativas com vasta aplicabilidade. Esses compostos vao desde
pigmentos assessorios e moléculas de reserva responsaveis por inimeras fungdes fundamentais,
até substincias com fung¢des mais especificas, como para protecdo e sobrevivéncia, que
provavelmente sdo adquiridas em razdo da concorréncia inibitéria em um ambiente dinamico e
hostil poder promover a aquisi¢do de metabolitos quimicamente ativos nos organismos
(HAKIM; PATEL, 2020; PATEL et al., 2022).

Esses organismos sdo caracterizados como produtores primarios eucarioticos ou
procariéticos, divididos em micro e macroalgas. A partir da sua riquissima diversidade esses
organismos podem ser agrupados baseado em seus pigmentos, morfologias e caracteristicas
anatOmicas: as microalgas podem estar relacionadas a inimeros subconjuntos divididos entre
procaridticas ou cianobactérias e eucaridticas, ja as macroalgas dividem-se nos filos
Chlorophyta (algas verdes), Rhodophyta (algas vermelhas), Phaeophyta (algas marrons) e
Cyanophyta (algas azuis-esverdeadas) (SOUSA et al., 2023; WAGHMODE, 2017).

O filo Chlorophyta, das algas verdes, inclui espécimes marinhas e de dgua doce,
possuindo uma ampla diversidade ecoldgica, citologica e morfoldgica, por exemplo, variando
de organismos planctonicos unicelulares a algas coloniais, multicelulares e sifonicas. Elas
ocupam um importante papel no potencial das algas de promover metabolitos secundarios,
sendo a principal fonte de muitos desses que apresentam propriedades farmacologicas, como
alcaloides e ésteres terpenoides bioativos (SHAH, 2020).

E dentro desse filo que se encontra o género Codium, compreendendo um grupo
singular de macroalgas marinhas verdes, com mais de 160 espécies amplamente distribuidas,
que mesmo com algumas se caracterizando como invasoras, ainda assim, apresentam aspectos
importantes, principalmente de potencial para a produ¢do de compostos bioativos (MEINITA;
HARWANTO; CHOI, 2022). O litoral brasileiro abriga diversas espécies desse género, muito
por causa do carater adaptativo desses organismos em relacao a distribui¢ao geografica e clima
(MUHA et al., 2019; SABRY et al., 2019). Dessa forma, essas espécies se tornam propicias
para o estudo e extracdo de substancias importantes, como polissacarideos e compostos

fenodlicos (BELLAN et al., 2020; RABECCA et al., 2022).
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A alga cenocitica Codium isthmocladum da familia Codiaceae (Figura 1) ¢ uma das
representantes desse género que vem apresentando potencial biotecnologico de fornecedor de
moléculas bioativas (HARB et al., 2023). Alguns desses metabolitos importantes sao os
polissacarideos sulfatados, como a galactana com agao anticancer isolada dessa espécie que
atua na restricdo da metastase do melanoma (BELLAN et al., 2020) ou o arabinano de agao

antiaglutinante (LI et al., 2022).

Figura 1 — Codium isthmocladum.

1cm

Fonte: Autor.

Outros compostos cada vez mais em evidéncia que se relacionam com esses
polissacarideos e estam presente em C. isthmocladum sdo as lectinas capazes de proporcionar
atividades, como antibiofilme bacteriano, antinociceptiva e anti-inflamatéria (CARNEIRO ef

al., 2020; DA SILVA ALVES et al., 2022).

1.2 Lectinas

As lectinas sdo moléculas que estdo dentro desse vasto nimero de compostos
1solados de algas que apresentam valor biotecnoldgico inestimado, essas moléculas de forma
geral sdo definidas como proteinas de origem ndo imune que se ligam a carboidratos,
monossacarideos ou oligossacarideos, de forma especifica e reversivel, compreendendo pelo

menos um dominio ndo catalitico, podendo ou ndo apresentar outros tipos de sitios com
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dominios cataliticos (LAM; NG, 2011; PEUMANS; VAN DAMME, 1995). A capacidade de
poder promover uma ligagdo altamente especifica que pode ser desfeita sem degradar ou
modificar a estrutura dos carboidratos ou moléculas glicosiladas, ¢ fundamental para a
classificacdo, definicdo do potencial e entendimento do papel bioldgico dessa classe de
compostos.

A capacidade aglutinante foi a base para a primeira defini¢do proposta para essas
macromoléculas cunhando o termo “lectina” (do latim legere, escolher, selecionar, optar) gracas
a interagdo dessas com diversas moléculas dos fluidos bioldgicos e distingao de diferentes tipos
sanguineos (BOYD; SHAPLEIGH, 1954). No entanto, a histéria descrita de moléculas
protéicas com essas propriedades ¢ bem mais antiga com seus primeiros relatos reportados a
mais de um século, ainda sem um isolamento apropriado ¢ sendo consideradas compostos
altamente toxicos (STILLMARK, 1888).

Com o passar do tempo, o conhecimento adquirido e acumulado, proporcionou uma
nova visao e extensao da compreensao sobre as propriedades dessas proteinas, possibilitando o
aperfeigoamento da definicao dessas moléculas (VAN DAMME, 2022). Em 1995, a definigao
mais utilizada para lectinas de origem vegetal aborda sua origem ndo imune e obrigatoriedade
da presenga de no minimo um dominio ndo catalitico de ligacdo a carboidratos, além da
possibilidade de outros tipos de sitios com dominios cataliticos na sua cadeia peptidica
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Dois anos depois, a combinacdo das informagdes e conhecimentos da época unifica
as defini¢des de lectina, ressignificando a sua funcdo/capacidade de liga¢do e/ou precipitagao
de carboidratos e glicoconjugados, ¢ dando enfoque nas caracteristicas fisico-quimicas da sua
atividade ligante que apresenta cardter reversivel, ndo covalente e ndao modificador das
estruturas covalentes das ligacdes glicosidicas (SAMPAIO, 1997)

No entanto, apesar das contribui¢cdes importantissimas dos estudos iniciais, hoje é
entendido que a compreensdo sobre aspectos bioquimicos e principalmente estruturais €
fundamental para a elucidacao do papel das lectinas nos organismos de origem e aplicabilidades
biotecnoldgicas dessas moléculas, e essa caracterizacdo, particularmente a estrutural, ¢
complementada e esclarecida com auxilio de novas ferramentas de analise, possibilitando o
preenchimento de lacunas nas descricoes limitadas em nivel molecular formuladas
anteriormente (ALFARO et al., 2021; ZHANG et al., 2020).

Os novos insights sobre lectinas envolvem avangos sobre a biologia molecular,
estrutural e gendmica, primeiramente baseando-se nas sequéncias de aminodcidos e nos

Dominio de Reconhecimento a Carboidratos (DRC) -caracteristicos, que facilitam seus
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agrupamentos em familias, e mais recentemente utilizando ferramentas de bioinformatica
estrutural para alcangar maior poder de andlise sobre as conformacgdes tridimensionais que
fornecem uma compreensdo necessdria para a formulagdo de defini¢des e classificagdes
interespécies mais precisas (BONNARDEL, 2021; TAYLOR et al., 2022; VAN DAMME,
2014).

Essas informagdes sdo cruciais para descrever os mecanismos de atuacdo das
lectinas sobre os agucares, que por sua vez, sao uma classe de compostos de importancia
significativa para os organismos em geral, apresentando diversas atividades. Os carboidratos
sdo encontrados de forma abundante e com alta variedade estrutural na natureza, por exemplo,
nos ambientes aquaticos, algas marinhas vermelhas, pardas e verdes apresentam altas
concentragdes de polissacarideos sulfatados (THOMPSON; THOMPSON, 2020). Realmente,
sua distribui¢d@o e riqueza nos organismos fotossintéticos ¢ elevada, com diversas fontes, como
alginato, agar, carragenina e fucoidado, e podem estar envolvidos e se incorporar em varias vias
e processos, como a formacdo de &cidos humicos, desintoxicagdes, producdo de biofilme e
liga¢do de enzimas extracelulares (AHMED et al., 2014; ZHU et al., 2021).

Os carboidratos sdo moléculas versateis, que além de serem uma das principais
classes de macronutrientes, base da dieta da maioria dos animais, proporcionando energia para
0os processos fisiologicos, também sdao constituintes estruturais importantes das células
(NAITHANI et al., 2021). Reconhecidamente, estdo envolvidos na manuten¢do da integridade
celular, mas além disso, medeiam intera¢des tanto no interior, quanto na superficie dos mais
diversos tipos de células. Essa capacidade esta atrelada as suas caracteristicas bioquimicas
como hidrofilicidade e baixa toxidade, mas principalmente a sua diversidade estrutural, que ¢
responsavel por possibilitar inimeros e finos arranjos de contato, que podem ser conhecidos
também como glicocodigo (DEDOLA et al., 2020; MISHRA; TIWARI; SCHMIDT., 2020;
WISNOVSKY; BERTOZZI, 2022).

Consequentemente, para que esse mecanismo de etiquetagem altamente especifico
funcione ¢ necessario que exista a capacidade de identificacdo e diferenciagdo desses
glicocddigos estruturais nos organismos vivos (NAITHANI ef al., 2021). Essa funcdo ¢
exercida por proteinas de ligagdo a carboidratos, da qual as lectinas fazem parte, no entanto, as
trés caracteristicas principais dessas moléculas, ligacao especifica, reversivel e nao catalitica,
nos ajudam a diferencid-las de outros conjuntos de proteinas, compreender a importancia dessas
moléculas e o porqué de serem amplamente distribuidas nos organismos (CUMMINGS et al.,
2022; LOSSIO, 2021).

Primeiramente, a elevada especificidade que as lectinas podem possuir esta
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relacionada ao DRC, local do contato proteina-carboidrato, sendo fruto do arranjo
tridimensional de seus aminoacidos. Esse arcabouco, confere grande diversidade estrutural para
a proteina, caracteristica intensificada pela possibilidade dos residuos adjacentes ao DRC
também poderem interagir com ligantes, cooptando assim outras forgas, para aumentar ainda
mais a especificidade (KIESSLING, 2018; KIESSLING; DIEHL, 2021).

O carater reversivel de suas ligacdes a aglicares também estd intimamente atrelado
a muitas dessas interagdes, principalmente as ndo covalentes, como ligagao de hidrogénio, CH-
7 e interacoes hidrofobicas, e ndo comprometem sua seletividade (FERNANDES; DEY, 2022).
Ao contrario, possibilitam que lectinas migrem entre sitios de ancoragem de diferentes
carboidratos a favor da maior compatibilidade, ou seja, dos que apresentam os ligantes
orientados de maneira mais especifica (RAPOSO; CANELAS; BARROS, 2021). Essa
capacidade, proporciona a utilizagdo de varias metodologias bioquimicas fundamentais para o
estudo dessas moléculas, como a atividade hemaglutinante e inibi¢cdo, que utilizam esse
principio para seu funcionamento (HABERMANN et al., 2021; SOL et al., 2020).

As lectinas ndo sdo as Unicas proteinas de ligacdo a carboidratos, por exemplo,
enzimas ativas de carboidratos (CAZy, Carbohydrate-Active enZYmes) sdao um conjunto
importante capaz de sintetizar, modificar e degradar muitos desses carboidratos in vivo
(NAITHANI et al., 2021). No entanto, como mencionado, enzimas podem levar a hidrolise do
agucar, por outro lado, lectinas apresentam dominios nado cataliticos fundamentais para certos
processos biologicos (CHETTRI et al., 2021).

Essas caracteristicas, esclarecem e consolidam as lectinas como fortes
representantes dentro das proteinas com potenciais atividades biologicas. Gragas as suas
aplicabilidades, nas ultimas décadas diversos trabalhos avangaram em prol de fornecerem
evidéncias sobre a producdo, otimizacdo, identificagdo, composicdo e sequéncia de
aminodacidos desses peptideos marinhos bioativos (AHMED et al., 2022; CUNHA; PINTADO,
2022; WU et al., 2021). Apesar de apresentarem fatores inconvenientes relacionados a sua
producao em larga escala, como baixo rendimento e pureza, sua importancia ainda ¢ muito
relevante, contribuindo para o mercado de peptideos terap€uticos atingisse US$ 25 bilhdes em
2018 e venha aumentando esse valor ano a pos ano devido as suas aplicacdes como ingredientes
nas industrias quimica e farmacéutica (DALIRI; LEE; OH, 2018; ZIZZARI et al., 2021).

Assim, ¢ correto afirmar que lectinas sdo moléculas com alto potencial
biotecnoldgico, uma vez que sdo capazes de interagir com moléculas de superficie celular,
substituir ligantes naturais e ativar células. Essa caracteristica de agente bioldgico promissor

esta evidente desde os primeiros estudos de defini¢do desse conjunto de proteinas, como no
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caso da estimulacdo mitogénica de linfocitos proposta na década de 60 (NOWELL, 1960;
SINGH; WALIA, 2018).

Desde entao, outras inimeras atividades vém sendo vinculadas as lectinas: inducao
de células supressoras, citotoxicidade de linfocitos e macrofagos, mediacao de fagocitose de
células alvo, atividade insulinomimética, transporte de drogas, papel na adesdo celular, entre
outras. As lectinas também estdo no grupo de substancias que tiveram seu estudo ampliado
devido ao seu grande potencial biotecnoldégico no ambito da saude, uma vez que
experimentalmente se observa muito sua fun¢ao atrelada a defesa dos organismos, mesmo nao
sendo essa uma caracteristica obrigatoria (CHETTRI ef al., 2021).

De fato, inicialmente presumia-se que as acdes das hemaglutininas vegetais eram
analogas as reagdes de anticorpos por causa de suas especificidades nos eritrdcitos, todavia, sua
participacao nao € restrita a sistemas de defesas, além de ter a capacidade de atuar em inimeros
outros processos fisiologicos (ARAUJO et al., 2020; DE CONINCK; VAN DAMME, 2021;
LANDSTEINER, 1962). Hoje, porém, sdo inumeros os estudos descrevendo aplicagdes
biomédicas e terapéuticas vinculadas as lectinas e atreladas as suas caracteristicas proprias e
particulares (LASTOVICKOVA; STROUHALOVA; BOBALOVA, 2020; NASCIMENTO DA
SILVA et al., 2021).

Como forma de evidenciar a participacao das lectinas nesses inimeros processos
basicos e essenciais, ¢ importante também destaca-las como moléculas onipresentes nos
organismos em geral, ja sendo isoladas e descritas em plantas (DA SILVA et al., 2023), fungos
(MUKHAMMADIEV et al., 2021), bactérias (ALYOUSEF; ALQASIM; ALOAHD, 2018),
algas (MESQUITA et al., 2021), moluscos (HE et al., 2020), esponjas (ANDRADE et al., 2023),
cnidarios (TAKEUCHI et al., 2021), platelmintos (PANG et al., 2012), nematodeos (HARCUS
et al., 2009), anelideos (MOLCHANOVA et al., 2007), artropodes (SAHOO et al., 2023),
equinodermos (DUARTE et al., 2022) e cordados (DARA et al., 2021).

Essas proteinas ja foram sugeridas como substancias de defesa inata ao sistema
imunoldgico de vertebrados e invertebrados, atuando muitas vezes como linha primaria de
defesa do hospedeiro contra certos agentes infecciosos (TAKAHASHI; EZEKOWITZ, 2005).
Nos ultimos anos, também apresentaram potencial interessantissimo contra o virus SARS-CoV-
2, responsavel pela pandemia global de COVID-19 (ROSALES-MENDOZA et al., 2020;
SHEEHAN et al., 2020; SOHRAB et al., 2020).

1.3 Lectinas de algas
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A pesquisa sobre lectinas ao longo do tempo concentrou-se em vegetais terrestres,
principalmente sementes de leguminosas, tornando-o o grupo mais bem estudado pois
mostraram possuir altos rendimentos (VAN DAMME, 2022). No entanto, apesar da
possibilidade de uma classificagdo e definigdo comum, lectinas de organismos diferentes
concentram caracteristicas distintas que podem ser agrupadas em conjuntos especificos quando
analisados aspectos bioquimicos, estruturais e funcionais (BEKTAS; KAPTAN, 2023;
BONNARDEL, 2021).

Dessa forma, a historia independente das lectinas de algas, principalmente marinhas,
onde se concentram a maioria dos estudos realizados, comec¢a em 1966 com o primeiro relato
de atividade hemaglutinante em extratos aquosos desses organismos (BOYD; ALMODOVAR;
BOYD, 1966). Contudo, o avango das pesquisas desse grupo de proteinas € notoriamente lento,
podendo ser observado com a primeira lectina, PPL de Ptilota plumosa, sendo isolada mais de
uma década depois, e sua caracteriza¢do sendo ainda parcial, necessitando de mais 25 anos para
que fosse melhor investigada (ROGERS; BLUNDEN; EVANS, 1977; SAMPAIO et al., 2002).

Apesar de ndo existir uma defini¢do clara e propria para as Lectinas Oriundas de
Algas (LOA), os estudos realizados na década de 90 proporcionaram a possibilidade de
compilar algumas caracteristicas comuns as lectinas desses organismos e distintas a outros tipos,
principalmente quando comparadas as de plantas terrestres e aninais. Sendo essas em geral
moléculas de baixa massa molecular, com boa termoestabilidade, se apresentando geralmente
na forma de mondmeros, normalmente nao apresentando afinidade por monossacarideos e
comumente suas atividades de hemaglutinagdo ndo necessitam de cations divalentes para sua
manuteng¢do, mas sao frequentemente inibidas por glicoproteinas contendo N-glicanos, além de
aglutinarem preferencialmente eritrocitos de coelhos tratados enzimaticamente (HORI;
MIYAZAWA; ITO, 1990; ROGERS; HORI, 1993; SAMPAIO et al., 1993).

Essas propriedades foram propostas analisando cerca de 30 lectinas, que a época
era um numero significativo, considerando-se o estudo recente e pouco explorado. De fato,
essas caracteristicas provaram-se frequentes em LOA, no entanto, com relagcdo a aspectos
estruturais, tanto das proteinas quanto dos carboidratos de ligagao, cabem ser melhor detalhados
visto o tempo percorrido e o advento de novas tecnologias de andlise nesses campos (BROOKS,
2023; SINGH; WALIA, 2018).

Outro aspecto importante, diz respeito ao filo de origem das lectinas dentro da
diversidade das algas, devido a dificuldade de acesso a relatdrios mais antigos ou trabalhos
pouco divulgados, pode-se estimar que cerca de 60% das lectinas isoladas de algas sdo de

Rhodophytas (Figura 2). Essa particularidade, de maior nimero de LOA pertencerem as algas
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vermelhas, deve-se em boa parte ao fato de um maior numero de espécimes apresentando
atividade hemaglutinante, usualmente utilizada para acompanhar as etapas de purificagdo e a
presenca de lectinas nos extratos algais, nos primeiros trabalhos de screening estarem nesse filo.
Esse fato, incentivou os estudos a se aprofundarem nesse grupo, ¢ além disso, algas pardas que
viriam a apresentar positivo nesses ensaios sdo ricas em polifendis que causam uma
“pseudohemaglutinacdo* que dificultaria sua utilizagdo como fonte de lectinas nas etapas de

isolamento (SAMPAIO et al., 1993; SILVA et al., 2020).

Figura 2 — Divisao de Lectinas Oriundas de Algas (LOA) por filos.

Algas Aruis
Hivn

Algas Verdes
J4%%

Algns
Vermelhas
S6%%

Fonte: Autor.

1.3.1 Especificidade a carboidratos

Hoje conhece-se cerca de 110 LOA, com diferentes niveis de caracterizagdo e
considerando-se as principais isoformas para aquelas que possuem essa caracteristica. Apesar
de existir conhecimento detalhado sobre a especificidade de algumas dessas lectinas, essa ndo
¢ uma informag¢do comum a todas que apresentam purificacdo, no entanto, a inibi¢do por
carboidratos € considerada um dado basico e fundamental, sendo obtida nos estudos mais

superficiais, a exce¢do de lectinas putativas que ndo apresentam isolamento (Tabela 1).
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, . Carboidrato n
Espécie Lectina : . . Referéncia
Simples Complexo e glicoproteina
Algas verdes
BCA S/1 N-glicanos ricos em manose SATO et al., 2011a
Boonin-A S/1 Manana / Ovalbumina
Boodlea coacta Boonin-B S/ Asialofetuina / Manana / HORI; MIYAZAWA; ITO,
Ovalbumina 1990
Boonin-C S/1 Manana / Ovalbumina
Boonin-D S/1 Asialofetuina / Manana
Bryopsis hypnoides BHL GalNAc/ GlcNAc MSB/ Asialo-MSB NIU et al., 2009
. YOON et al., 2008; JUNG
Bryohealin GalNAc/ GIcNAc S/ et al., 2010
o-Metil-D-manose / D-Manose / L-Fucose / D- , HAN et al., 2010; HWANG
. BPL-2 . Fetuina
Bryopsis plumosa Glicose etal.,2018a
BPL-3 GalNAc/ GIcNAc Fetuina HAN et al., 2011; HWANG
etal.,2018b
BPL-4 GalNAc/ GIcNAc N/D HAN et al., 2012b
. BRL-1 GalNAc N/D
Bryopsis ramulosa BRL-2 Manose / Fucose / Glicose N/D HIDALGO ROA, 2017
D-galactosamina / N-metil-D-galactosamina / p-
. Nitrofenil-a-D-galactopiranosideo / p-Nitrofenil-p-D-
Caulerpa cupressoides CcL galactopiranosideo / a -Lactose / B-Lactose / D- MES BENEVIDES et al., 2001
melibiose / D-rafinose
Caulerpa serrulata — GalNAc / NeuNAc S/ aDlJAZ%?g AN-DJIBEYAN et
. D-galactose / D-frutose / L-ramnose / D-Xilose / D- . .
Chlorella vulgaris CvL lactose / D-Maltose / GleNAc Albumina / Azocaseina CAVALCANTI et al., 2021
CPL Arabinose / Fucose / Galactose / Manose / Xilose Ovalbumina YT; PING; YANRU, 2003
Chlorella pyrenoidosa CPH S/ Globulina / Asialofetuina / CHU; HUANG; LING,
Fetuina / Mucina / Manana 2006
Codium adherens — GalNAc MES / Fetuina ROGERS et al., 1994
. TGS / Asialo-TGS / MSB / PRASEPTIANGGA;
Codium barbatum CBA S Asialo-MSB HIRAYAMA:; HORI, 2012
Codium bursa — GalNAc N/D ROGERS; FLANGU, 1991
Codium capitatum — GalNAc MES / Fetuina ROGERS et al., 1994
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. . . Carboidrato A .
Espécie Lectina . . . Referéncia
Simples Complexo e glicoproteina
Algas verdes
Codium effusum — GalNAc MES / Fetuina ROGERS et al., 1994
Codzym fragile ssp B GalNAc N/D LOVELESS; ROGERS,
atlaticum 1985
Codium fragile ssp LOVELESS; ROGERS,
tomentosoides CFT GalNAc GSO 1985; WU et al., 1997
Codium giraffa Giraffine GalNAc/ GlcNAc/ D-rafinose N/D QI;\I]A%%Zg_HERNANDEZ
. D-galactose / a-metil-D-galactopiranosideo / metil-B- .
Codium isthmocladum CiL-1 D-tiogalactose / D-galactosamina/ a-lactose Fetuina CARNEIRO et al., 2020
CiL-2 GalNAc MES CARNEIRO et al., 2020
Codium platylobium — GalNAc MES / Fetuina ROGERS et al., 1994
Codium tomentosum Tomentine GIcNAc N/D FABREGAS et al., 1988
Codium vermilara — GalNAc N/D ROGERS; FLANGU, 1991
Enteromorpha prolifera Egi:; L-fucose / D-manose Manano / fucoidano AMBROSIO et al., 2003
Halimeda renschii HRL40 Sn _ Tireoglobulina/ MU et al., 2017
Asialotireoglobulina / Manana
Spirogyra spp. - D-galactose / GIcNAc / N-Acetil-B-D-manose N/D OLIVEIRA et al., 2017
Tetradesmus obliquus - S/1 Azoalbumina / azocaseina / SILVA et al., 2020
albumina
. SAMPAIO; ROGERS;
Ulva lactuca — L-fucose MES / MSB / Fucoidano BARWELL, 1998a
Ulva laetevirens - S/ MES /MSB / Asialo-MSB / SAMPAIO et al., 1996
Fucoidano
L ICHIHARA; ARALI,
Ulva liminetica ULL - - SHIMADA, 2009
Ulva pertusa UPL1 GlcNAc Tiroglobulina WANG et al., 2004
Algas vermelhas
Agardhiella tenera ATA S/ N/D SHIOML KAMIYA,

SHIMIZU, 1979
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. . . Carboidrato A .
Espécie Lectina . . ; Referéncia
Simples Complexo e glicoproteina
Algas vermelhas
Ag laotharr.znfon Rhodobindin S/ Fetuina / Asialofetuina SHIM et al., 2012
callophyllidicola
Aglaothamnion AOL-1 GalNAc N/D HAN et al., 2012a
oosumienses
Amansia multifida AML S/ Avidina / Fetuina / Manana /= 0,670 o 41, 1999
Clara de ovo
BSHV AINOUZ et al., 1995
Bryothamnion seaforthii g}l:lii S/ Fetuina / Avidina / Mucina NASCIMENTO-NETO ef
BPL4 al., 2012
AINOUZ et al., 1995;
. . Fetuina / Avidina / Mucina CALVETE et al., 2000;
Bryothamnion triquetrum  BTL S N-glicanos a1-6 Fucosilados DO NASCIMENTO et al.,
2015
c Jis fiabellat Carni o1 l\ﬁa.n?“? /tT,ran/Sfe“(‘,ﬁ‘?‘ / Fet‘tm,la/ HORI et al., 1987; HORI;
arpopeltis fiabellata arnin sialofe umaélc(i)ccll;1 icoproteina 15\ 7 awy A: ITO, 1990
. KAMIYA; SHIOMI;
Cystoclonium pwpureum — SA N/D SHIMIZU, 1980
GalNAc / D-Galactosamina / o-Nitrofenil-  -D-
galactopiranosideo / Lactulose / a-Lactose / -
Lactose / D-Melibiose / p-Nitrophenil-a-D-
Enatiocladia duperreyii — galactopiranosideo / p-Nitrofenil- § -D- MES BENEVIDES et al., 1998
galactopiranosideo / D-Fucose / Metil- a-D-
galactopiranosideo / D-Galactose / D-Rafinose /
Metil-B-D-galactopiranosideo
Fetuina / Tiroglobulina / Asialo
Eucheuma denticulatum  EDA-2 S/ Tiroglobulina / Manana / Mucina/ HUNG et al., 2015

Asiolo Mucina
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. . . Carboidrato A .
Espécie Lectina : . . Referéncia
Simples Complexo e glicoproteina
Algas vermelhas
a-Glicoproteina acida / ASB /
EAA- Mucina / Globulina / Fetuina /
Eucheuma amakusaensis ~ EAA-2 S/ oal eawIa L EEInd L KAWAKUBO et al., 1999
Asialofetuina/ Ovalbumina / I[gM/
EAA-3 . .
Tiroglobulina / Manana
ASB / Mucina/ Globulina /
ESA-L Fetuina / Asialofetuina /
Eucheuma serra S/ ctuina /Asiaotetuma /- KAWAKUBO et al., 1997
Ovalbumina / IgM / Tiroglobulina
ESA-2
/ manana
GAL N/D N/D MASSI; AHMAD, 2012
Gelidium amansii
— S/ Lactoferrina YAMADA et al., 1999
Georgiella confluens GCH S/ MES / Fetuina SOUZA et al., 2010
Gracilaria fisheri GFL N/D N/D ;(I)Jll;TISRISUNG etal,
Fetuina / Asialotransferrina /
Gracilaria bursa-pastoris ~ Granin-BP S/ Asialofetuina / Manana / OKAMOTO et al., 1990
Ovalbumina
Gracilaria caudata — SA Fetuina / Asialofetuina / Mucina ~ NEVES, 1999
Gracilaria cornea GCL S/1 Fetuina / Mucina LIMA et al., 2005
Gracilaria. ornata GOL S/ MES / Asialofetuina / 1 p17g o1 01 2005
Lactotransferrina / Tiroglobulina
a1-Glicoproteina &cida / Fetuina /
Gracilaria tikvahiae GTL NeuNAc Asialofetuina / Lactoferrina / CHILES; BIRD, 1990
Ovomucoide / MSB / Transferrina
SHIOMI; YAMANAKA;
GVA-L S N/D KIKUCHI, 1981
Gracilaria. verrucosa — S/1 Fetuina KANOH; KITAMURA;

KOBAYASHI, 1992



Tabela 1 — Carboidratos inibitorios das LOA (Continuagao).
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. . . Carboidrato a .
Espécie Lectina : . . Referéncia
Simples Complexo e glicoproteina
Algas vermelhas
Gracilaria. verrucosa GVL N/D N/D %BHEESH; APPU; RAUF,
Grateloupia chiangii GCL D-manose / Frutose Fetuina HWANG et al., 2020
Gracilariopsis sjoestedii ~ Sjoestedina S/ Mucina DE PAULA, 2011
Griffithsia flosculosa — D-manose Fetuina / Mucina ROGERS et al., 1989
Grifthisin sp. GRFT Manose / Glicose / GIcNAc N-glicanos ricos em manose MORI et al., 2005
Sorotransferrina / Sorotransferrina
dessililada / Lactotransferrina /
Lactotransferrina dessililada /
Tireoglobulina / Tireoglobulina
Hypnea cervicornis HCA GalNAc dessililada / Lactotransferrina/  NAGANO et al., 2005a
Lactotransferrina dessililada /
Fetuina / Asialofetuina/ Mucina /
Asialomucina
Transferrina / Asialo Transferrina
/ Fetuina/ Asialofetuina / o-
HIJA S/ Glicoproteina acida / Asialo- o;-  HORI et al., 1986
Glicoproteina acida
Hypnea japonica Transferrina / Asialo Transferrina
HJA-1 / Fetuina/ Asialofetuina / -
. L . HORI; MATSUBARA;
HIJA-2 S/ Glicoproteina acida / Asialo- - MIYAZAWA. 2000
HJA-3 Glicoproteina acida / Mucina / ’

Asialo mucina



Tabela 1 — Carboidratos inibitorios das LOA (Continuagao).
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. . . Carboidrato A .
Espécie Lectina : . . Referéncia
Simples Complexo e glicoproteina
Algas vermelhas
HIB Transferrina / Asialo Transferrina
Hypnea japonica HIC S/ / Fetuina/ Asialofetuina / o~ 11_19%}81’ MIYAZAWA; TTO,
HID Glicoproteina acida / Asialo- -
Glicoproteina acida
Asialo- a,-Glicoproteina acida /
Lactotransferrina /
Lactotransferrina dessililada /
Tireoglobulina / Tireoglobulina
Hypnea musciformis HML S/1 dessililada / Lactotransferrina/  NAGANO et al., 2005a
Lactotransferrina dessililada /
Fetuina / Asialofetuina/ Mucina /
Asialomucina
a-Glicoproteina acida / ASB /
KAA-1 Mucina/ Globulina / Fetuina /
Kappaphycus alvarezii S/ Asialofetuina/ Ovalbumina / IgM/ KAWAKUBO et al., 1999
KAA-2 . .
Tiroglobulina / Manana
KSA-1 Fetuina / Manana/ Tireoglobulina
Kappaphycus striatum KSA-2 S/ / Asialo Tireoglobulina / Mucina/ SATO; HORI, 2011
KSA-3 Asialomucina
Kappaphycus striatus KSL S/ Manana HUNG; TRINH, 2021
Meristiella echinocarpa ~ MEL S/ Manana CHAVES et al., 2018a
. . . COSTA FILHO, 2022;
Osmundaria obtusiloba OOL GalNAc / D-galactosamina / D-galactose / a-lactose MES MELO et al., 2004
KAMIYA; OGATA; HORI,
Palmaria palmata — GalNAc / GlceNAc / NeuNAc Glicoproteinas 1982; ROGERS; FISH,
1991
. MES / MSB / fetuina / ROGERS; FISH;
Plumaria elegans — S/

ovalbumina

BARWELL, 1990
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Tabela 1 — Carboidratos inibitorios das LOA (Continuagao).

- . Carboidrato A .
Espécie Lectina : . . Referéncia
Simples Complexo e glicoproteina

Algas vermelhas

Pterocladiella capillacea PcL S/ MES / Avidina OLIVEIRA et al., 2002
- p-Nitrofenil-a- D-galactosideo N/D 285155 Sl; ;%UNDEN;

p-Nitrofenil -a-D-galactosideo / p-Nitrofenil -a-D-

glucosideo / p-Nitrofenil- f-D-fucosideo / D-Glicose /

D-Fucose / Metil-a-D-galactosideo / p-Nitrofenil -5-

D-galactosideo / p-Nitrofenil -5-D-glucosideo/ D-
Ptilota plumosa Galactose / L-Fucose / o-Nitrofenil -a-D-
PPL galactosideo/ o-Nitrofenil-f -D-fucosideo / Metil-f- S/ SAMPAIO et al., 2002
D-galactosideo / Rafinose / 2-Deoxi-D-glucose / D-
Arabinose / Melibiose / a-Lactose / o-Nitrofenil -f3-
D-galactosideo/ Lactulose / Glucosamina-HCl/
Raminose / GIcNAc

Nitrofenil-N-acetil-a-D-galactosideo / p-Nitrofenil-
N-acetil-pB-D-galactosideo / o-Nitrofenil-N-acetil-a-
D-galaosideo / o-Nitrofenil-N-acetil-B-D-galaosideo /
o-Nitrofenil-N-acetil-B-D-fucosideo / p-Nitrofenil-a-
D-galactosideo / p-Nitrofenil -B-D-galactosideo/ o-
Ptilota serrata PSL Nitrofenil -a-D-galactosideo/ o-Nitrofenil-f§ -D-
galactosideo/ Lactose / GalNAc / Melibiose / D-
Galactose / Metil-a-D-galactosideo / Galactosamina-
HCI / Metil-B-D-galactosideo / Rafinose / 2-Deoxi-
D-galactose / D-Fucose / Lactulose

Fucoidano / MES / AsialoMSB /

Asialofetuina SAMPAIO et al., 1998
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. . . Carboidrato A .
Espécie Lectina : . . Referéncia
Simples Complexo e glicoproteina
Algas vermelhas
p-Nitrofenil-N-acetil-a-D-galactosideo / p-Nitrofenil-
N-acetil-pB-D-galactosideo / o-Nitrofenil-N-acetil-a-
D-galaosideo/ o-Nitrofenil-N-acetil-B-D-fucosideo/
p-Nitrofenil-a-D-galactosideo/ p-Nitrofenil --D-
Prilota filicina PFL fucosideo/ p-Nitrofenil -B-D-galactosideo/ o- Fucoidano / MES / AsialoMSB/  SAMPAIO; ROGERS;
Nitrofenil -a-D-galactosideo/ o-Nitrofenil-f -D- MSB BARWELL, 1998b
galactosideo/ Lactose / GalNAc / Melibiose / D-
Galactose / Metil-a-D-galactosideo / Galactosamina-
HCI / Metil-B-D-galactosideo / Rafinose / 2-Deoxi-
D-galactose / D-Fucose / Lactulose
Solieria filiformi SfL-1 S/ Manana / Avidina/ Ovalbumina/ BENEVIDES; LEITE;
oceria jryorms SfL-2 Clara de ovo FREITAS, 1996
Solnin A Fetuina / Asialotransferrina /
Solieria robusta Solnin B S/ Asialofetuina / Manana / HORT; MIYAZAWA; ITO,
. . 1990
Solnin C Ovalbumina
Tichocarpus crinitus TCL S/ MES / Fetuina g/({)cl)g CHANOVAet al.,
Algas azuis
Microcistis aeruginosa MAL GalNAc/ Lactato/ D-galactose MES / Asialo-MES /’Asmlo-MSB YAMAGUCHI et al., 1998
/ Asialofetuina
Microcystis viridis MVL S/ Manana / Asialofetuina / YAMAGUCHI et al., 1999
Ovalbumina
. Galactose / Frutose / Glicose / Magqs e/ Rammqs e/ Pectina / Manana de levedura / EL-FAKHARANY et al.,
Lyngabya confervoides Lyngabyal GalNAc / Lactose / Sacarose / Melibiose / Celobiose .
Amilose 2020
/ Maltose /
Nostoc ellipsosporum Cyanovirin-N N/D N/D BOYD et al., 1997

(CV-N)



Tabela 1 — Carboidratos inibitdrios das LOA (Conclusdo).
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. . . Carboidrato n e
Espécie Lectina . . . Referéncia
Simples Complexo e glicoproteina
Algas azuis
Fetuina / Asialofetuina /
NML-1 S Transferrina / Asialotransferrina
Nostoc muscorum Galactose/ Frutose /Glicose / Manose / SAAD et al., 2022b
NML-2 Ramnose / N-acetigalactosamina / Lactose / Sacarose S/
/ Melibiose / Celobiose / Maltose
Oscillatoria acuminate i Sacarose / maltqse / mehblgse / manose / glicose / N- Pectina / amilose / manana de SAAD et al., 2022a
acetilglucosamina / ramnose levedura
Fetuina / Asialofetuina /
Oscillatoria agardhii OAA S/ Transferrina / Asialotransferrina /- g ur) o1 41, 2000
Manana
Scytonema varium Scytovirin (SVN) S/ Oligomanose BOKESCH et al., 2003
Algas pardas
Fucus Vesiculosus - S/ MSB / Fetuina / Tiroglobulina I;;E;REIROS; CRIADO,
Hizikia fusiformis HFL S/ Tireoglobulina WU etal., 2016

Fonte: Autor. GalNAc: N-Aceilgalactosamina; GlcNAc: N-Acetilglucosamina; MSB: Mucina submaxilar bovina; MES: Mucina do estomago suino; TGS: Tiroglobulina suina;
GSO: Glicoproteina submandibular ovina; ASB: Albumina do soro bovino; IgM: Imunoglobulina M; NeuNAc: Acido N-Acetilneuraminico. S/I: Sem inibi¢do; N/D: Nao

determinado.
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Em 1952, descobriu-se que a adigdo de aglicares especificos pode neutralizar a
capacidade de aglutinacdo das lectinas por eritrocitos de diferentes tipos sanguineos
promovendo uma espécie de competi¢do regida pelo grau de especificidade (WATKINS;
MORGAN, 1952). Esse achado foi essencial para a lectinologia e proporcionou uma nova
compreensdo sobre a hemaglutinagdo de proteinas, como existéncia de carboidratos na
superficie celular e a participagdo deles no reconhecimento por parte das lectinas, e a
possibilidade de esses poderem ser utilizados como alvo para marcadores celulares (TSANEVA;
VAN DAMME, 2020). Esses conhecimentos, viriam a ser fundamentais para a utilizacao de
lectinas contra outros tipos de células, como micro-organismos e células malignas que também
apresentassem glicidios em sua superficie exterior, além de o agucar ou glicoconjugado mais
inibitdério fornecer informagdes para o direcionamento da atuacdo de uma lectina (SURYA;
DEEPTI; ELYAS, 2020).

Todavia, essa caracterizagao ndo ¢ determinante absoluto da melhor especificidade,
uma vez que nos estudos de base muitas vezes nao sao utilizados um nimero abundante de tipos
de eritrocitos e geralmente sem tratamento enzimatico, pratica que pode promover um
incremento na atividade hemaglutinante (LIS; SHARON, 1986; TEIXEIRA et al., 2012).

De toda forma, os agucares inibitorios, mesmo o de trabalhos iniciais, podem
apresentar um quadro geral que fornece diversas informagdes importantes. Mesmo extratos
algais com perfil lectinico s3o uma base interessante de conhecimento sobre essas proteinas
(ANAM et al., 2019; FAJARNINGSIH et al., 2019).

Para as LOA, a inibi¢do por carboidratos complexos ou glicoproteinas ¢ a mais
observada, 1sso nao significa que ndo haja monossacarideos com capacidade neutralizante da
atividade hemaglutinante dessas lectinas, ou mesmo, algumas que apresentam afinidade para
ambos os tipos de carboidratos (Figura 3), haja visto, o carater promiscuo que esse tipo de

proteina pode apresentar (VAJRAVIJAYAN et al., 2020).

1.3.1.1 Especificidade a monossacarideos

A especificidade a monossacarideos ¢ a mais observada em lectinas, principalmente
advindas de leguminosas, esse tipo de afinidade facilita suas classificagdes por se tratar de
estrutura glicidica mais simples (RADHAKRISHNAN et al., 2022). Geralmente, em LOA ¢
importante notar que a terminologia de carboidratos simples comumente estd indicando

estruturas geralmente de um a trés monomeros de sacarideos.
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Figura 3 — Afinidade a carboidrato das LOA.
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Esses carboidratos mais simples sofrem processos que modificam sua conformagao,
geralmente buscando maior estabilidade quimica em solu¢do, um dos mais comuns resulta na
existéncia mais abundante desses monossacarideos na sua forma ciclica, principalmente de
acicares com 5 ou 6 carbonos, ou seja, pentoses e hexoses, fendmeno conhecido como
ciclizacdo que resulta na formagao de anéis furano e pirano, respectivamente (VARKI et al.,
2022). Outro desses processos refere-se a isomeria presente nos glicidios que pode ser de fungao,
com moléculas apresentando grupos funcionais diferentes, ou otica sendo divididos em
enantidmeros ¢ diastereoisomeros (KUMARI RAYALA, KANDULA, P, 2022; LIU et al.,
2021a).

O entendimento desses processos ¢ importante pois a associacao de lectinas com
esses monossacarideos ocorre na natureza em solucdo, buscando a forma mais estavel, ou seja,
faz sentido que essas modificagdes influenciem na especificidade (VALVERDE et al., 2020).
Além disso, sdo essas diferencas nas estruturas dos carboidratos que sdo responsaveis por
formar a complexibilidade do glicocdédigo, o que enaltece o papel das lectinas nessa
decodificagao.

Com relagdo a LOA, a maior representatividade de afinidade por carboidratos
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simples esta relacionada a algas verdes (Figura 3) e representa mais de 50% dos tipos de

carboidratos reconhecidos por esse grupo (Figura 4).

Figura 4 — Padrao de afinidade de lectinas de algas verdes.
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m Carboidratos simples
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Ambos tipos de carboidratos
37%

Fonte: Autor.

Apesar de simples, quando comparados a glicanos complexos e glicoconjugados, a
discussdo sobre esses monossacarideos ainda inclui aspectos tridimensionais. A primeira delas
diz respeito ao enantidmero de configura¢dao do tipo D, que ¢ o mais observada em mono-
acucares inibitorios de LOA (Tabela 1) e sendo também em geral a forma mais comum desses
carboidratos em vertebrados, além de muitas vezes ser a inica forma reconhecida pelas enzimas
que os metabolizam (LOPES; GASPAR, 2008). Esta conformacao esta relacionada a orientagao
dos grupos -H e -OH em relagdo ao carbono assimétrico mais afastado da carbonila da estrutura.

Quando o agucar passa para a forma ciclica ele ganha mais um carbono assimétrico,
e com isso outros dois isdmeros de relevancia, os andmeros alfa (o) e beta (B) (LUDWIG et al.,
2019). Esses isdmeros apresentam uma frequéncia mais homogénea de ligacdo a LOA (Tabela
1). Mesmo assim, as lectinas algais podem apresentar estereoisomerismo em relagao a ligacao
a acucares, por exemplo, na preferéncia pela a-conformacgdo em detrimento a f-conformagao
demonstrado pela lectina GCL de Grateloupia chiangii ( HWANG et al., 2020).

Ambas as caracteristicas, estdo relacionadas a orientacdo que grupos funcionais ou
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hidroxilas apresentam na estrutura e sdo de forma simplificada modificagcdes pequenas de
topologia e conformagdo de uma molécula para seu isdmero, no entanto, influenciam muito
quando tratamos de encaixes tridimensionais (HARTWEG et al., 2021).

Lectinas que interagem com monossacarideos, de uma forma geral, podem ser
classificadas em cinco classes principais a depender do agucar de maior afinidade:
glicose/manose, N-acetilglicosamina (GlcNAc), galactose/N-acetil-D-galactosamina (GalNAc),
acidos sialicos e lectinas ligantes de fucose (BARRE ef al., 2019). Essa classificacdo parece
aplicar-se as lectinas de algas, ao se analisar os monossacarideos que provocam inibi¢do das

LOA (Figura 5).

Figura 5. Carboidratos simples inibitdérios de LOA.
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O monossacarideo que apresenta maior nivel de especificidade por lectinas de algas
¢ o N-Acetil-D-galactosamina que € o enantidmero D da N-Acetil galactosamina (GalNAc). O
GalNAc ¢ o monossacarideo terminal presente no grupo sanguineo humano do tipo A
(GalNAcal-3[Fuc al-2]Gal) sendo acrescentado pela enzima GalNAc transferase ativa ao
aglutinogénio H, ¢ também um metabolito comum de animais e fonte de carboidrato essenciais
para bactérias intestinais podendo atuar como regulador do crescimento (YANG et al., 2022).

Outra fun¢do importante desse carboidrato ¢ sua participagdo nos processos de N-
e O-glicosilagdo servindo como unidade inicial de ligacdo de oligossacarideos a sitios
especificos em proteinas e lipidios, modificagdes comuns que decoram inimeras células e

apresentam muitas funcdes bioldgicas (HIRAT; KIZUKA, 2021; WANG et al., 2021). Ele esta
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presente também em antigenos, como o Tn (GalNAcal-Ser/Thr) muito expresso em carcinomas,
0 que pode explicar a capacidade de algumas lectinas de algas de envolvimento na marcagdo
ou morte de células cancerigenas ou outros tipos de aplicabilidades (BARRE et al., 2019;
BARRE et al., 2020).

Estruturalmente ¢ um monossacarideo de seis carbonos possuindo um grande grupo
substituinte no C-2 (Figura 6). Essa estrutura parece ser importante para lectinas de algas que
apresentam essa especificidade, por exemplo, a lectina BHL de Bryopsis hypnoides, apresenta
ligacdo a GalNAc e GIcNAc, mas ndo a monossacarideos sem a extensao no C-2, como
galactose ¢ manose (NIU et al., 2009). Para ter uma melhor compreensdo sobre a influéncia
dessas diferencas na interagdo lectina-carboidrato ¢ interessante analisar a estrutura desses
mono- e oligossacarideos (Figura 6).

O estudo das LOA também sugere o envolvimento de GalNAc como agucar de
reconhecimento de lectinas envolvidas na ligagdo de gametas na reproducdo de certas algas
marinhas (HAN et al., 2012a). Ele ¢ inclusive associado a agrupamentos de lectinas como o
ligante especifico, por exemplo, em conjunto com D-galactose que ¢ a galactopiranose de
configuracdo D e também um dos principais monossacarideos de ligagdo a LOA (Figura 5),
formam os carboidratos especificos do grupo de lectinas do tipo-H, sugerido em algumas
lectinas do género Bryopsis (HAN et al., 2011; HAN et al., 2012b).

O N-Acetilglucosamina (GIcNAc) € outro agucar relevante para as LOA, ¢ um
derivado monossacarideo da glicose, uma aldohexose constituinte do peptidioglicano
componente estrutural da parede celular de bactérias e também compde o acido hialurdnico
presente na estrutura corporal de animais. Assim como GalNAc, ¢ um participante estrutural
importante de modificagdes ramificadas comuns em moléculas bioldgicas como as

glicosilagdes (HIRATA; KIZUKA, 2021; MOHANTY; PCHAUDHARY; ZOETEWEY, 2020).
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Figura 6 — Estrutura dos principais carboidratos simples inibitérios de LOA.
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Seu carater como monossacarideo estrutural fica evidente na sua presenca em
muitas unidades glicidicas fundamentais, como o do antigeno sanguineo humano, a substancia
H, estando ligado a galactoses, ou em outros antigenos naturais. Estruturalmente difere de
GalNAc na orientagio da hidroxila do C-4 (Figura 6). E um carboidrato de extrema importancia
para o conjunto das LOA pois a lectina algal GRFT de Grifthisin sp. (um potente anti-HIV)
reconhece eficientemente a estrutura de GIcNAc isolada ou em complexo com outros glicanos
(LUSVARGHI; BEWLEY, 2016; ZIOLKOWSKA et al., 2007).

A anélise desses monossacarideos ajuda a entender as pequenas modificacdes que
sao relevantes para interacdo lectina-carboidrato, principalmente em relagdo a aspectos
estruturais. Outra interessante observacao ¢ a origem natural desses acgucares e a capacidade
intrinseca dessas moléculas de serem utilizadas em interagdes bioldgicas, como no caso da D-
manose, outra hexose derivada da glicose e significativo ligante das LOA, ¢ o epimero C-2 da

D-glicose (Figura 6), ou seja, difere apenas na configuracdo em torno de um Unico dtomo de
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carbono quiral, o segundo carbono, interessantemente ela ¢ conhecida por sua adesao a lectinas
da superficie de bactérias como E. coli, impedindo a contaminag¢@o do trato urinaria atuando no

lugar de antibidticos (LUPO; INGERSOLL; PINEDA, 2021).
1.3.1.2 Especificidade a carboidratos complexos e glicoproteinas

Muitos anos de pesquisa com lectinas tém mostrado que glicoconjugados, incluindo
glicoproteinas e glicolipidios, s3o mais propensos a serem os ligantes naturais para a maioria
dessas moléculas (VAN DAMME, 2014). Essa condi¢do ¢ particularmente bem observada nas

LOA, principalmente nas de algas vermelhas (Figura 7).

Figura 7 — Padrao de afinidade de lectinas de algas vermelhas.
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Fonte: Autor.

Por outro lado, a ligacdo a estruturas complexas dificulta a classificagdo dessas
moléculas utilizando suas especificidades, uma vez que essas estruturas glicidicas apresentam
arranjos naturalmente muito diversificados. Outro atenuante, que dificulta tracar um padrao, ¢
a caracteristica inerente das lectinas de poderem apresentar niveis diferentes de especificidade
a um carboidrato baseadas em ligacdes e interacdes muito particulares que em estruturas muito

diversas podem representar atuagcdes mais significativas do que outras, tornando-as mais
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complicadas de serem usadas em pesquisas ou aplicagdes médicas do que aquelas especificas
para monossacarideos devido a dificuldade em prever sua reatividade (HWANG et al., 2020).

A maioria desses carboidratos complexos e glicoproteinas que sao reconhecidos por
lectinas de algas fazem parte ativa da superficie ou parede celular de organismos e/ou tecidos
biolodgicos mais complexos, como as mananas encontradas na membrana de leveduras ou
mucinas, proteinas fortemente glicosiladas frequentemente observadas em tecidos epiteliais
(LIU et al., 2021b; MELHEM; REGAN-KOMITO; NIESS, 2021).

Particularmente, lectinas de algas vermelhas costumam apresentar especificidade
por N-glicanos, especialmente os do tipo A#igh manose, ou seja, glicanos ligados ao nitrogénio
do grupo amida da asparagina de uma cadeia peptidica, na configuracdo Asn-X-Ser/Thr (com
X diferente de Pro, devido ao seu grande tamanho molecular), que apresentam ramificagdes
ricas em manose (SAN CLEMENTE; JAMET, 2022). Esse tipo de N-glicosilagao ¢ comum,
por exemplo, na superficie de virus envelopados, o que indicaria o potencial de lectinas de algas
vermelhas a serem usadas contra doengas virais, o que hoje ¢ indiscutivelmente verdade (NAIK;
KUMAR, 2022).

Uma possibilidade, mais adequada e detalhada de se analisar essas interagdes € por
metodologias que examinam os glicanos de uma forma especifica, como as técnicas de
Ultracentrifugagdo e Glican array, que t€m por principio a imobilizagdo da molécula analisada
e teste da afinidade pelos glicanos (GAO et al., 2019; Ll et al., 2023). Apesar de ndo existir um
vasto conhecimento atrelado ao uso dessas técnicas com relagdo a LOA, j& existe algumas
configura¢des de glicanos que apresentam maior grau de especificidade por esse grupo de
lectinas (Figura 8).

Essas andlises revelam alguns perfis interessantes de especificidade a glicanos nas
LOA, onde ¢ possivel agrupa-las em trés conjuntos principais: lectinas especificas de N-
glicanos do tipo Aigh manose; N-glicanos fucosilados e glicanos com Gal/Glc terminal (Figura
8).

Historicamente, entendia-se que lectinas de algas estavam 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).



Figura 8 — Principais glicanos reconhecidos por LOA.
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Ao utilizar essas técnicas mais precisas, essa classificagdo pode ser complementada,
por exemplo, com a percepgdo da fucosilagdo apresentando maior relevancia na interacdo de
algumas lectinas de algas a N-glicanos do tipo complexo, como nas HJA-1, HJA-2 e HJIA-3 da
alga Hypnea japonica que apresentaram padrao de ligacao estrita a N-glicanos fucosilados do
nucleo (al-6), e ndo a outros oligossacarideos, incluindo glicanos fucosilados (a1-2), (a1-3) e
(al-4) (OKUYAMA et al., 2009). A lectina BTL da alga vermelha Bryothamnion triquetrum
segue o mesmo padrao mostrando uma especificidade estrita para o nucleo da al,6-fucosilagao,
nao reconhecendo a presenca unica da al,3-fucosilagdo, além de parecer ndo ser afetada pela
composicao da extremidade ndo redutora dos N-glicanos (NASCIMENTO et al., 2015).

A lectina da alga Hypnea musciformis HML também teve sua especificidade
investigada, essa pela composicao dos carboidratos e glicoproteinas especificas ou invés dos
glicanos isolados, apresentando certa preferéncia pelo epitopo Fuc (a1-6-GlcNAc) (NAGANO
et al., 2005a). Outra lectina que parece seguir esse perfil ¢ a CBA de Codium barbatum,
discriminando entre N-glicanos fucosilados centrais (a0 1-6) que sdo predominantes em
tiroglobulina de porco, mas sdo poucos ou ausentes em transferrina e fetuina, os quais a lectina
nao se ligou (PRASEPTIANGGA et al., 2012).

Outras lectinas parecem ter preferéncia por glicanos menos ramificados, ndo bi- ou
triantenados, € com terminais Gal/Glec, com especificidade para a conformacdo alfa (a-), por
exemplo, Gal-B-1,3-GalNAca- (antigeno T) em BPL-3 de Bryopsis plumosa, ou beta (3-), como
ligagdo com Maltohexaose-p- e Maltoheptaose-f- observada em GCL (HWANG et al., 2018b;
HWANG et al., 2020).

No entanto, a preferéncia mais observada e mais bem compreendida em LOA ¢ a
N-glicanos do tipo high manose (Figura 9), geralmente sendo as lectinas restritas a esse tipo de
glicosilacdo. Diversas lectinas, como EDA-2, ESA-2, KSA-2, KAA-1, -2, OAA, HR40 e BCA
apresentam esse padrdo de ligacdo (BARRE et al., 2021).

Além do tipo de glicosilagdo, algumas caracteristicas parecem ser comuns a
especificidade dessas algas por esse grupo de glicanos. Existe uma preferéncia por estruturas
que apresentam residuos de Man exposto (al-3) no terminal redutor do braco D2, com
diminuicao significativa na afinidade quando mascarado pela adi¢do de um residuo de Man no
terminal nao redutor (al-2) (HORI et al., 2007). Outra modificacdo que parece aumentar a
atividade de ligacdo ¢ a adi¢do de um (a1-2) residuo de Man a unidade Man(al-3)Manf1 no
braco D1 (HUNG et al., 2015).

Um Man (a1-2) no término do braco D3 também parece ndo afetar a interagdo

dessas lectinas por esses oligomanosideos, o que sugere que um residuo de C2-OH do Man
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(a1-3) pode ser primariamente essencial para a interacdo dessas lectinas algais (HIRAYAMA;
LY; HORI, 2015). Assim, a estrutura preferivel dessas LOA parece ser (Man(al-2)Man(al-
3)[Man(a 1-3)[Man(al-2)Man(al-6)]Man(al-6)]Man(pf1-4)GIcNAc(B1-4) B-GIcNAc) (Figura
9-Glicano f).

Figura 9 — N-glicanos do tipo high manose mais especificos a LOA.
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Essa condigdo parece ndo ser necessaria para a lectina BCA que mostrou preferéncia
pelos oligossacarideos portadores de manose terminal ligadas a1-2, e a atividade foi aumentada
proporcionalmente ao aumento do nimero de substitui¢cdes a.1-2 na extremidade ndo redutora.
Além disso BCA ndo interage com N-glicanos do tipo #igh manose que sdo desprovidos de al—
2-manose terminal, o que faz parecer que existem pelo menos dois grupos diferentes de lectinas
de algas com interagdo por esses glicoconjugados (SATO et al., 2011a). Demonstrando assim,

que a ligagdo a N-glicanos ricos em manose ¢ uma especificidade conservada em certos tipos
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de LOA, mas existem variagdes nas antenas das estruturas que determinam niveis diferentes de

especificidade.

1.3.2 Caracteristicas estruturais

1.3.2.1 Estrutura primaria

Desde a Concavalina-A (ConA) de Canavalia ensiformis, primeira lectina com a
estrutura primaria elucidada, entende-se que essa caracterizacdo ¢ capaz de fornecer
importantes informagdes sobre as lectinas, como o entendimento das interacdes dos
aminoacidos com os ligantes especificos dos DRC ou com sua propria estrutura no
enovelamento da proteina (EDELMAN et al., 1972; DE CONINCK; VAN DAMME, 2021).

No entanto, assim como no estudo geral das LOA, a pesquisa estrutural dessas
moléculas ainda ¢ escassa. A primeira delas a ter sua sequéncia de aminoacidos elucidada foi
alectina BTL (CALVETE et al., 2000). Hoje sdo conhecidas 41 estruturas primarias de lectinas

algais isoladas, sendo 9 de algas verdes, 26 de algas vermelhas e 6 de algas azuis (Tabela 2).

Tabela 2 — LOA com estrutura primaria determinada (Continua).

Espécie Lectina Metodologia Especificidade Referéncia

Algas verdes

Boodlea coacta BCA Clonagem de N-glicanos ricos SATO et al., 2011a
cDNA em manose
. . Clonagem de Mucina, GalNAc e
Bryopsis hypnoides BHL <DNA GleNAc NIU et al., 2009
Bryohealin .
. rj};PLZ Clonagem de Manose, GalNAc e YOON et al., 2008,
Bryopsis plumosa DNA GIeNA HAN et al., 2010,
BPL3 ¢ CRAC 2011, 2012b
BPL4
Clonagem d N-glicanos ric PRASEPTIANGGA;
Codium barbatum CBA onagem de HCANOS I1COS  yp AYAMA; HORI,
cDNA em manose
2012
Codium . Galactosideos e CARNEIRO et al.,
isthmocladum Gil-1 MS/MS fetuina 2020
Clonagem de GIcNAc e
Ulva pertusa UPL1 <DNA tiroglobulina WANG et al., 2004

Algas vermelhas



Tabela 2 — LOA com estrutura priméria determinada (Continuacio).
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Espécie Lectina Metodologia Especificidade Referéncia
Algas vermelhas
Aglaothamnion o Clonagem de Fetuina e
callophyllidicola Rhodobindin cDNA Asialofetuina SHIM et al., 2012
. N-acetil
Aglaothqmnzon AOL-1 Clo::lg%\]ezn de galactosamina HAN et al., 2012a
oosumienses (GalNAc)
. . Clonagem de Manana de
Amansia multifida AML <DNA levedura SILVA, 2016
. ~ . . MEDINA-
Bryothamn.zion BSHV Degradagédo de Fetuina, AVldlna e RAMIREZ e al.,
seaforthii Edman ¢ MS Mucina
2007
BSL-2
Bryothamnion Fetuina, Avidina e NASCIMENTO-
seaforthii BSL-3 MS/MS Mucina NETO et al., 2012
BSL-4
Bryothamnion Degradagdo de . . CALVETE et al.,
triquetrum BTL Edman ¢ MS Fetuina ¢ Mucina 2000
Eucheuma Clonagem de N-glicanos ricos
denticulatum EDA-2 cDNA em manose HUNG et al., 2015
Eucheuma serra ESA-2 Degradagao de N-glicanos ricos HORI et al., 2007
Edman em manose
Degradagdo de .
Gelidium amansii GAL Edman / Clonagem N.D. MASSIZ’(SEIMAD’
de cDNA
Grateloupia Degradacao de
eroup GCL Edman ¢ LC-MS / D-manose HWANG et al., 2020
chiangii
MS
Deeradacio de Manose e N-acetil
Grifthisin sp. GRFT gracag D-glicosamina MORI et al., 2005
Edman e MS
(GIeNAc)
. . Degradagdo de . NAGANO et al.,
Hypnea cervicornis HCA Edman e MS/MS Mucina 20054
HIA-1 Tran'sferrina, HORI,
Deeradaciio de Fetuina e al- MATSUBARA;
Hypnea japonica HIJA-2 gE dmgn glicoproteina acida ~ MIYASAWA, 2000;
a e suas formas OKUYAMA et al.,
HIA-3 desializadas 2009
Hypnea Degradagdo de . NAGANO et al.,
musciformis HML Edman e MS/MS Mucina 2005a
Kappaphycus KAA-1 Clonagem de N-glicanos ricos HIRAYAMA et al,
alvarezii KAA-2 cDNA em manose 2016
HIRAYAMA: LY:
Kappaphycus KSA-1 Clonagem de N-glicanos ricos HORI, 2015;
striatum KSA-2 cDNA em manose TRUNG; HUNG,

2016
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Espécie Lectina Metodologia Especificidade Referéncia
Algas vermelhas
Kavpaphvcus Clonagem de Manana de HUNG; TRINH,
strizl;uf 4 KSL cDNA levedura 2021
Meristiella MEL Clonagem de Manana de CHAVES et al.,
echinocarpa cDNA e MS/MS levedura 2018a
Degradagdo de
Solieria filiformi SfL-1 Edman; Clonagem N-glicanos ricos CHAVES et al.,
otteria jiyormis SfL-2 decDNAe em manose 2018b
MS/MS
Algas azuis
Myerocystis i (MVN) Clonagem de DNA Manana KEHR et al., 2006
aeruginosa genomico
Mycrocystis MAL Clonaget}l qe DNA Galg ctos;deo.s, JIMBO et al., 2000
aeruginosa gendmico mucina e fetuina
Clonagem de DNA M YAMAGUCHI et al.,
Mycrocystis viridis MVL gendmico anose 1999
Nostoc Cyanovirin-N Degradagédo de N-glicanos ricos BOYD et al., 1997
ellipsosporum (CV-N) Edman €m manose
Oscillatoria OAA ClonageIAn Qe DNA  N-glicanos ricos SATO et al., 2007
agardhii gendmico em manose
Degradagédo de N-glicanos ricos BOKESCH et al.,
Scytonema varium  Scytovirin (SVN) Edman em manose 2003

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.

Além dessas, existem algumas lectinas de algas com suas sequéncias de

aminoacidos parcialmente determinadas (Tabela 3), como € o caso das lectinas EPL-1 e EPL-2

de Enteromorpha prolifera, que apresentam aproximadamente 70% de suas estruturas primarias

determinadas, ndo apresentando similaridade entre si ou com outras lectinas de algas

(AMBROSIO et al., 2003). Ja a lectina Sjoestedina de Gracilariopsis sjoestedii que teve sua

estrutura parcial obtida a partir de peptideos tripticos apresentou similaridade as lectinas ESA-

2 de Eucheuma serra, AML de Amansia multifida e OAA de Oscillatoria aghardii (DE PAULA,

2011).

Tabela 3 — LOA com estrutura primaria parcial (Continua).

Espécie Lectina Metodologia Especificidade Referéncia
Bryothamnion Degradagdo de . . MEDINA-RAMIREZ
triquetrum BTHV Edman e MS Fetuina ¢ Mucina etal., 2007



Tabela 3 — LOA com estrutura primaria parcial (Conclusio).
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Espécie Lectina Metodologia Especificidade Referéncia
Caulerg?a CeL Degradagao de N/D QUEIROZ, 2013
cupressoides Edman
Codium . Degradagao de CARNEIRO et al.,
L-2 INAc e ME
isthmocladum ci Edman e MS/MS GalNAc e S 2020
E EPL-1 AMBROSI :
nterm?wrp ha MALDI-TOF MS  Manano / fucoidano OSIO et al.,
prolifera EPL-2 2003
Gracilariopsis Sjoestedina MS/MS Mucina DE PAULA, 2011
sjoestedii
Hizikia fusiformis HFL MALDI-TOF MS Tireoglobulina WU et al., 2016
Osmundaria OOL MS/MS N-glicanos ricos em COSTA FILHO, 2022

obtusiloba manose

Fonte: Autor. MS: espectrometria de massas. MS/MS: espectrometria de massa em tandem. N.D.: ndo determinado.

Além das técnicas mais convencionais de determinagdo da estrutura primaria, como
espectrometria de massas e clonagem molecular, uma abordagem que vem ganhando evidéncia
¢ a construgdo de bibliotecas de cDNA (complementary DeoxyriboNucleic Acid) que promove
0 acesso direto a sequéncia de genes, muitas estruturas ja foram descritas seguindo essa
metodologia, no entanto, para se atestar que uma sequéncia de aminoacidos pertence a uma
lectina o isolamento ¢ muito importante, principalmente a determinagdo do sitio de ligagdo a
carboidratos, caracteristica obrigatdria para essa classe de proteinas (PARK; KIM; CHO, 2022;
ZARLENGA, 2021). Assim, proteinas putativas s6 podem ser sugeridas como lectinas se
apresentarem semelhanca de sequéncia com lectinas isoladas ou pelo menos com o DRC

conhecidos, ou se tiverem a unido lectina-carboidrato determinada experimentalmente.

Tabela 4 — Lectinas putativas de algas (Continua).

Espécie Lectina Sequence ID Referéncia
ASL-1 BAX08598.1
Agardhiella subulata CHAVES et al., 2018b
ASL-2 BAX08599.1
Bryopsis maxima BML-17 BAI94585.1 HORI, 2007
TTISRI .
Gracilaria fisheri GFL ACY56710.1 SUTTIS 2§ENG etal,
MPA-1 BAX08601.1
Meristotheca papulosa CHAVES et al., 2018b
MPA-2 BAX08602.1
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Tabela 4 — Lectinas putativas de algas (Conclusdo).

Espécie Lectina Sequence ID Referéncia

Nannochloropsis CARPINELLI et al., 2014,

NgL N/R
gaditana g BARRE, 2019
Porphyra umbilicalis BU14 0S5X69288.1 BARRE, 2019
Ostreococcus tauri Otl N/R DERELLE et al., 2006
ISHIHARA; ARAI,
Ulva liminetica ULL BAH15075.1 ’ ’

SHIMADA, 2009

Fonte: Autor. N/R: nao referenciado.

1.3.2.1.1 Massa molecular

A determinagdo da sequéncia de aminoacidos de uma proteina ¢ um dos passos
iniciais da caracterizacdo estrutural, dela sdo tiradas varias informacdes basicas, como a
localizagdo de sitios de ligagdo, possiveis interacdes, determinacdo calculada da massa
molecular ¢ validacdo de estruturas tridimensionais (ERBA; SIGNOR; PETOSA, 2020;
MADANI et al., 2020).

Lectinas ou proteinas em geral, costumam apresentar algumas caracteristicas que
podem ser melhor investigadas com a anélise de suas assinaturas de sequéncias, por exemplo,
as massas moleculares baixas estimadas em estudos bioquimicos se traduzem em cadeias de
aminodacidos relativamente curtas (LUDWIG et al., 2019). Essas caracteristicas podem ser
utilizadas para agrupa-las, por exemplo, em relagdo a massas moleculares, algumas LOA
possuem aproximadamente 9 kDa e uma sequéncia de cerca de 90 aminoacidos.

A Scytovirin (SVN), uma lectina de cianobactéria Scytonema varium com massa de
aproximadamente 9,7 kDa determinada por ESI-MS (ElectroSpray Ionization — Mass
Spectrometry) teve a sua sequéncia de aminoacidos determinada por degradagdo de Edman
(Degradacao sequencial automatizada de Edman) e analisada também por ESI-MS utilizando
as enzimas Arg-C e Glu-C, resultando em 95 aminoacidos em sua sequéncia (BOKESCH et al.,
2003; ARMARIO-NAJERA et al., 2022). A lectina BTL do género Bryothamnion é outra LOA
que esta nessa faixa de massa e que possui estrutura primdria determinada, com massa de
aproximadamente 9 kDa determinada por MALDI-TOF-MS (MALDI — Time Of Flight — MS)
(CALVETE et al., 2000).

BSHYV, de Bryothamnion seaforthii, é outra lectina algal que possui baixa massa, de

aproximadamente 9 kDa, e apresenta-se como um mondmero, no entanto, ¢ sugerido possuir a
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capacidade de facilmente associar-se a formagao de dimeros, trimeros e tetrameros, além de
possuir isoformas com algumas modificagdes em algumas posi¢des, deduzidas da analise da
sequéncia N-terminal de seus peptideos sobrepostos, obtidos pela degradacao da lectina com
tripsina e quimotripsina (MEDINA-RAMIREZ et al., 2007).

Assim como BSHYV outras lectinas do género Bryothamnion possuem ocorréncia
de micro heterogeneidades nas suas unidades monoméricas. A lectina BSL da mesma espécie,
possui 5 isoformas examinadas por espectrometria de massas em tandem (MS/MS), com 3 delas
possuindo sequéncia determinada por sobreposi¢cdo das sequéncias dos peptideos gerados pela
digestdo de BSL com as enzimas proteoliticas tripsina e quimotripsina ¢ massas isotdpicas
calculadas em torno de 9 kDa por MALDI/MS (Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization —
MS) (DO NASCIMENTO-NETO et al., 2012).

As lectinas HCA (9193+3 Da) e HML (9357+1 Da) do género Hypnea, possuem
estruturas primarias determinadas por degradacdo de Edman e MS/MS, apresentando um N-
terminal com 47 residuos, correspondendo ao dominio N-terminal das lectinas, que em sua
totalidade possuem 90 aminodcidos e a oligomerizagio da HML foi avaliada por
ultracentrifucacao analitica sendo observada como forma mondomerica até o pH 8,0 (NAGANO
et al., 2005a; NAGANO et al., 2005b). Outras lectinas do género Hypnea sao HJIA-1 ¢ HJA-2
que também eram hemaglutininas compostas por 90 residuos de aminoacidos com massas
moleculares calculadas de 9146,7 ¢ 9109,7 Da (HORI; MATSUBARA; MIYASAWA, 2000).
Alguns anos depois, a HJIA-3 também teve sua estrutura primaria elucidada e conservava as
mesmas caracteristicas de massa, nimero de aminodcidos e N-terminal das primeiras lectinas
da espécie Hypnea japonica (OKUYAMA et al., 2009).

Outras LOA podem ser classificadas em um grupo de massa um pouco superior,
variando 9,7 a 14 kDa e possuindo entre 100 e 140 aminoacidos. Entre elas estdo a lectina CBA
que teve a biblioteca de cDNA codificando um polipeptideo de 105 aminoacidos incluindo um
peptideo sinal de 17 residuos. A massa molecular calculada a partir da sequéncia deduzida foi
de 9,7 kDa (PRASEPTIANGGA; HIRAYAMA; HORI, 2012). Outra lectina do género Codium
que pode ser incluida nesse grupo ¢ a CiL-1, que foi sequenciada por auxilio de MALDI-ToF-
MS, possuindo massa de 12 kDa e uma sequéncia de 112 aminoacidos (CARNEIRO et al.,
2020).

A lectina MVN de Mycrocystis aeruginosa possui 108 aminoacidos com 14 kDa,
sendo caracterizada como uma proteina monomérica que possui a capacidade de sofrer
dimerizagao. Existem outras lectinas de algas azuis nessa faixa de massa, como os casos da

MVL de Mycrocystis viridis que possui a determinagao de sua sequéncia realizada por clonagem
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de cDNA e MALDI-TOF, correspondendo a 13 kDa e 113 aminoécidos e a lectina CV-N de
Nostoc ellipsosporum apresenta 11 kDa com 101 residuos de aminoacidos em sua estrutura
primaria (BOYD et al., 1997; KEHR et al., 2006, YAMAGUCHI et al., 1999).

Outros membros das LOA que estdo nessa faixa sao a lectina GRFT, amplamente
estudada, possuindo aproximadamente 13 kDa e uma sequéncia de 121 aminodcidos; a lectina
BPL-3 de 11,5 kDa determinados por MALDI-ToF-MS e uma sequéncia de 134 amino4cidos;
a BPL-4, também obtida da alga Bryopsis plumosa assim como BPL-3, que possui
aproximadamente 13 kDa sem a massa de seu peptideo sinal, e conta com 137 aminodacidos; e
a lectina OAA que possui uma massa de 13,9 kDa calculada de seus 132 aminoacidos (HAN et
al.,2011,2012; MORI et al., 2005; SATO et al., 2007).

Algumas outras LOA que possuem estrutura determinada compartilham uma
quantidade maior de aminoacidos entre 180 e 231 apresentando cerca de 14 a 25 kDa. Sao os
casos das lectinas BCA de Boodlea coacta com massa molecular de 13,8 kDa determinada por
ESI-MS e 17,5 kDa com a contabilizagdo de seu peptideo sinal, sua estrutura primaria foi
determinada por uma combinacdo de degradacdo de Edman, fragmentagao peptidica produzida
pelas digestdes proteoliticas (Lys-C e Asp-N) e clonagem de cDNA, onde o cDNA foi
composto por 1.023 pb que codificou 180 aminoécidos, incluindo um N-terminal de 30 residuos
2GAF(Q/K) AISGESGKYLSHAFAKIWLQNGYQGL>® com presenca de dupla identificacio
no quarto aminoacido o que sugeria a presenga de isoformas (SATO ef al., 2011a).

J& a lectina BPL-2, outra lectina de Bryopsis plumosa, teve sua massa determinada
por MALDI-TOF-MS em 17,4 kDa e a sequéncia completa de cDNA foi obtida usando
biblioteca de cDNA que representou 206 aminodcidos com N-terminal de #'VIYQDPVTSD
(HAN et al., 2010).

Alectina UPL-1 da alga verde Ulva pertusa possui 23 kDa estimado em SDS-PAGE
e teve a determinacdo de sua sequéncia por clonagem de cDNA que tinha 1084 pb de
comprimento, e codificou uma proteina prematura de 203 aminoacidos com um N-terminal de
20 residuos (**GGITNTDNWETFAGLPLTGA”) (WANG et al., 2004). A lectina GAL do
género Gelidium teve sua sequéncia determinada por sequenciamento do N-terminal
(PLQGRSQKTE?) por sequenciador de proteinas e posteriormente clonagem de cDNA,
apresentando uma massa de aproximadamente 21 kDa (MASSI; AHMAD, 2012). A lectina
GCL, também seguiu metodologia de degradacio de Edman e LC-MS/MS (Liquid
Chromatography — MS/MS), e as sequéncias de cDNA e peptideo foram deduzidas, mostrando-
se constituida de 231 aminoacidos (24,9 kDa) com N-terminal 2VVSNRLVSGESLHR'
(HWANG et al., 2020).
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Um grupo bem vasto de LOA possui de 250 a 300 aminoacidos em suas estruturas
primarias determinadas, com massas variando de 19 a 29 kDa:

As lectinas do género Bryopsis, BHL que possui 27 kDa e um sequéncia de 296
aminoacidos e Bryohealin com 27 kDa 257 aminoacidos (NIU et al., 2009). AOL-1, a lectina
da alga Aglaothamnion oosumienses teve a clonagem de seu cDNA obtendo 1.095 pb de
comprimento e codificando uma proteina de 259 aminoacidos com massa molecular deduzida
de 21,4 kDa por MALDI-TOF-MS (HAN et al., 2012a).

Com intima relagao entre si, as lectinas AML, EDA-2, ESA-2, KAA-1, -2, KSA-1,
-2, KSL, MEL, SfL-1, -2 particularmente tem essas caracteristicas de massa e numero de
residuos bem similares, apresentando cerca de 28 kDa e variando entre 267 e 270 aminoacidos
(SINGH; WALIA, 2018).

Pouquissimas LOA estdo fora dessas faixas de massas reduzidas, essas lectinas
isoladas que ndo se encaixam nesses grupos possuem entre 450 ¢ 520 aminoacidos: uma lectina
da alga azul Mycrocystis aeruginosa MAL (517 aminoacidos / 55,2 kDa) e duas de algas
vermelhas, a Rhodobindim de Aglaothamnion callophyllidicola (450 aminoacidos / 50,7 kDa)
e GFL da alga Gracilaria fisheri (513 aminoacidos / 56,5 kDa) (JIMBO et al., 2000; SHIM et
al., 2012; SUTTISRISUNG et al., 2011).

Essa pequena massa molecular ¢ uma caracteristica interessante, principalmente
para moléculas com a capacidade das lectinas de participar de processos fisiologicos. A massa
reduzida ajuda na entrega de drogas e absor¢do acelerada ou ndo deteccdo por sistemas
antagonistas, o que potencializa a capacidade de aplicagdo dessas moléculas e dé pistas sobre
suas fungodes naturais (WU et al., 2020).

Além das baixas massas moleculares, poucas LOA como Bryohealin ou GRFT, ndo
foram sugeridas como moléculas monoméricas. De fato, essa ¢ uma caracteristica comum das
lectinas obtidas de algas e juntamente com a observagdo de sua capacidade hemaglutinante
evidencia outro aspecto estrutural importante desse conjunto de moléculas que € de em geral se
comportarem como hololectinas, ou seja, apresentam no minimo dois dominios de ligacao a
carboidratos necessarios para a precipitacdo de glicoconjugados e aglutinacao de células (LOO

et al.; 2021; PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

1.3.2.1.2 Dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC)

O dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC) ¢é a caracteristica mais

fundamental das lectinas e deve ser expressa pelo menos uma vez na cadeia peptidica, suas
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propriedades como quantidade na cadeia, composi¢do, orientagdo e extensdo definem a
capacidade de ligacdo das lectinas. O DRC pode apresentar assinatura conservada em conjuntos
de proteinas, o que ajuda na sua classificacao (CHETTRI ez al., 2021; RADHAKRISHNAN et
al., 2022). Em lectinas multiméricas, costumam-se encontrar um DRC por subunidade ¢ a
atuacdo dos sitios de ligagdo por mondmeros confere maior especificidade e estabilidade para
a ligacdo.

No entanto, essa ndo € a caracteristica mais observada em LOA, pois geralmente
essas se apresentam como mondmeros. Provavelmente para suprir essas necessidades de
estabilidade e/ou de estender seus locais de contato com as superficies glicidicas essas
moléculas de cadeia Unica comegaram a ser expressas apresentando mais de um dominio em
sua sequéncia de aminoacidos, essas regides podem ser repeticdes ou diferirem, atuando em
conjunto ou proporcionando locais de contato para mais de um carboidrato (NABI-AFJADI et
al.,2022; NOTOVA et al., 2020).

A identifica¢do precisa dos DRC s6 pode ser realizada com uma investigagao
detalhada dos contatos realizados pelos aminoacidos com seus agucares especificos ou pela
identificacdo de homologia com DRC conhecidos (GABBA ef al., 2021). Contudo, repetigdes
sd0 mais faceis de serem observadas e parecem ser uma caracteristica bem conservada nas LOA.

A duplicacdo de dominios ¢ uma caracteristica bem observada nas LOA sendo
encontrada em 12 lectinas. As lectinas de cianobactérias CV-N, SVN, MVL, MAL, MVN e
OAA possuem essa caracteristica, a Cyfovirin-N, por exemplo, mostra clara duplicagdo de
sequéncia interna, quando os aminoacidos 1—48 e 4995 estdo alinhados, 75% de similaridade
pode ser observada e trés locais representam alteragdes conservadoras. Além disso, ligacdes
dissulfeto podem ser observadas com intima correspondéncia entre um dominio e outro, € essas
regides estariam ligadas também por uma ponte entre cisteinas (BOYD et al., 1997).

A lectinas MVN ¢ outra que apresenta tal caracteristica, além disso, ela apresenta
dois dominios que sdo semelhantes aos residuos de aminoacidos que fazem parte do sitio
primario de ligacao de carboidratos da CV-N, que por sua vez, ja ¢ um dominio bem conhecido.
Entre elas, existem aminodcidos presentes ou trocados conservadoramente e outros estdo
ausentes, da mesma forma, os residuos envolvidos no sitio de ligacdo dos carboidratos
secundarios sdo parcialmente conservados (KEHR et al., 2006).

A lectina MVL ¢ composta por dois dominios homologos repetidos de 54 residuos
de aminoacidos com 50% de aminoacidos acidos sendo idénticos entre o dominio N-terminal e
0 dominio C-terminal (YAMAGUCHI et al., 1999). J4 a OAA possui dois dominios homdlogos

com uma quantidade um pouco maior de residuos do que os da MVL, cada um ¢ constituido
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pelas metades N- (67 residuos) e C-terminal (65 residuos) com 75% de identidade sequencial
entre si e com grande similaridade com dominios de outras algas vermelhas que possuem mais
repeticoes (SATO et al., 2007).

As lectinas HCA e HML sdo outras duas proteinas que apresentam duplicagdo
interna na sequéncia e compartilham similaridade entre essas regides, o alinhamento da
sequéncia de aminoacidos mostrou que os residuos 1-47 e 48—90 correspondem aos dominios
N- e C-terminal (NAGANO et al., 2005a).

Um grupo de lectinas do mesmo género sao as HJAs que apresentam regides
conservadas e aminoacidos invariantes nos dominios entre suas isoformas, contudo, elas nido
apresentaram dominios repedidos em sua sequéncia (HORI; MATSUBARA; MIYASAWA,
2000; OKUYAMA et al., 2009).

A sequéncia de aminodacidos de CiL-1 também consistiu em dois dominios repetidos
de aproximadamente 40 residuos cada, um dominio do 9-52 residuos de aminoacido e outro do
57-101, mostrando 58% de similaridade (CARNEIRO et al., 2020). Outras macroalgas com
lectinas com duplicagdes sdo a Rhodobindin e a bem estudada GRFT, que apresenta dois
dominios que ainda podem ser separados em 3 sitios de liga¢do por dominio (LEE et al., 2019;
MORI et al., 2005). Além dessas, BPL-4 foi descrita possuindo 2 dominios, que no caso, seriam
heterogéneos (HAN et al.,2012b; SHIM et al., 2012).

A presenca de quatro dominios na sequéncia de aminoacidos também € uma
caracteristica bem comum em LOA, compreendendo 11 lectinas de macroalgas vermelhas, no
entanto, essas lectinas apresentam bastante similaridade entre os dominios entre as diferentes
lectinas, sugerindo um grupo em comum (HUNG; TRINH, 2021).

De forma isolada, a lectina BCA apresenta 3 dominios internos repetidos em tandem
dos quais consiste em 40 a 43 residuos, apresentando identidade de sequéncia de 47,6 a 62,8%
entre si, dos trés subdominios com sequéncias consensuais de aminoéacidos, cada um dos quais
corresponde a sitios caracteristicos de ligacdo a manose e contém o DRC da sequéncia
semelhante ao sitio de ligacdo de carboidratos das lectinas relacionadas a aglutinina
de Galanthus nivalis (SATO et al., 2011a). Da mesma forma, a lectina GCL possui nlimero de
dominios préprio no grupo das LOA, com seis dominios com aproximadamente 30 aminoécidos
apresentando similaridade ao dominio das lectinas do tipo B (manose-especifico) (HWANG et
al., 2020).

As demais lectinas pertencentes as LOA ndo possuem dominios repedidos por
cadeia de aminodcidos, ou mais de um dominio determinado. Muitos desses, com poucas

excecoes, como GAL que apresenta DRC similar as lectinas do tipo C ou Bryohealin com certa
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homologia a dominios de fucolectinas, ndo mostram similaridade a outros dominios conhecidos

(MASSI; AHMAD, 2012; YOON et al., 2008).

1.3.2.1.3 Peptideo sinal

A presenca de peptideo sinal (P.S.) ¢ uma caracteristica interessante que pode
revelar informagdes sobre as fungdes das lectinas nos organismos de origem, pois traduz
informacao de direcionamento da lectina, pois sdo sequéncias curtas de aminoacidos que
controlam a secrecdo e translocacao de proteinas em todos os organismos vivos (TEUFEL et
al., 2022). Do mesmo modo, a auséncia do P.S. também fornece informagdes importantes, por
exemplo, os membros da familia OAAH ndo apresentam peptideo sinalizador, indicando que
sdo lectinas citosoélicas, ou seja, sdo encontradas no citoplasma das células e ao contrario de
muitas outras lectinas que sdo predominantemente associadas 8 membrana celular ou secretadas,
essas estdo envolvidas em processos biologicos endoégenos (VAN DAMME et al., 2004).

Entre as LOA, 12 lectinas apresentaram peptideo sinal pelos métodos de
sequenciamento utilizados, dentre esses, a maioria pertence ao padrao Sec/SPI, peptideo de
comprimento curto no término N das proteinas sintetizadas mais recentemente, carregando
codigos postais relacionados a via de secre¢do de proteinas, bem como a localizagao do alvo da
proteina (ALMAGRO ARMENTEROS et al., 2019).

A maioria dessas lectinas que apresenta peptideo sinal, pertence ao grupo das algas
verdes, interessantemente ¢ desse grupo também que estdo alguns estudos sobre a elucidacao
da fun¢do natural dessas moléculas nesses organismos, que estariam ligados a sua atuagdo
externa em processos de cicatrizagao ou reproducao (HAN et al.,2011; NIU et al.,2009; YOON
et al., 2008). A biblioteca de cDNA de BCA codificou um peptideo sinal de 19 residuos (1-19
aminoacidos) '"MKTVDCIALLCTLLCGVRG", pela mesma metodologia, BPL-2 codificou
um peptideo sinal um pouco mais extenso, de 40 residuos (1-40 aminoacidos)
'MTPYMRAAIACAALVALAALGDARPVVNEMANVTTMMVEN®, assim como as outras
lectinas oriundas da alga Bryopsis plumosa, BPL-3 com um peptideo sinal de 28 residuos
'ARGPFKTITMAVTKIAVLLLLAAVGAYA* e BPL-4, com 16 amino4cidos
'MLASKFAIFLLVALTTTGAYA'S , BPL-4 pode ser uma proteina secretora direcionada ao
vacuolo (HAN et al., 2012b).

A lectina UPL-1, foi descrita possuindo um peptideo sinal de 53 residuos !MINILH
VIAGLALASVGVDARQVGVGADVLHAVENTIDSITGVEASHSALEVG? estando

distribuida na membrana celular, reticulo endoplasmatico e mitocondria, e assim como ela, ULL
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a outra lectina do género Ulva com estrutura primaria determinada, também possui peptideo
sinal (ICHIHARA; ARAI; SHIMADA, 2009; LI et al., 2017; WANG et al., 2004).

A lectina do  género Codium  CBA,  possui 17  residuos
'MYRCAIVLVALLIGAEA!? descritos como seu peptideo sinal, ja outras lectinas de algas
verdes que apresentam essa caracteristica sdo do género Bryopsis, BHL possui um peptideo
sinal de 39 residuos 'MMIRRWKKTLRLGALDTMAIKALHVVIAVLAAFASHVGA® e
Bryohealin um consistindo de 22 aminoacidos apresentados antes do seu cddon inicial,
indicando que esta lectina era uma proteina vacuolar (armazenamento) prevista como uma
proteina secretora direcionada para a parede celular ou vactolo em vez de mitocondrias ou
cloroplasto (NIU et al., 2009; PRASEPTIANGGA; HIRAYAMA; HORI, 2012; YOON et al.,
2009) .

As Unicas duas LOA que demonstraram possuir peptideo sinal e que ndo pertencem
as algas verdes sdo a lectina GAL com 18 amino4cidos '"MLIHLSNTTQVCISSLVI!® ¢ a GFL
com 19  residuos correspondendo ao seu  peptideo de  sinalizacdo

'MSVLFVLLLLALHAPPIPA!® (MASSI; AHMAD, 2012; SUTTISRISUNG et al., 2011).

1.3.2.1.4 Presencga de ponte dissulfeto

A presenca de residuos de cisteinas na sequéncia de aminodcidos das lectinas ¢
importante pois elas podem comumente formar liga¢des dissulfeto que desempenham um papel
significativo na estabilidade mecanica das proteinas, como na estabilizacdo termodinamica
(FAMIL SAMAVATI et al., 2020; MOSSUTO, 2013). A estrutura primaria valida a
possibilidade da existéncia dessas ligacdes, além de poder fornecer mais evidéncias sobre os
padrdes de contado, que sdo importantes para a analise do enovelamento tridimensional dessas
proteinas.

A lectina BTL possui a presenca de quatro residuos de cisteina envolvidos em duas
ligacdes dissulfeto intracadeia, incluindo quatro meias-cistinas no padrio Cys’~Cys!? e Cys®—
Cys”™ (CALVETE et al., 2000). BTLV e BSHV também possuem 4 residuos de cisteina
envolvidas em duas pontes de dissulfeto intramoleculares (MEDINA-RAMIREZ et al., 2007).
Curiosamente, as isolectinas de HJA e BSL, que possuem similaridade de sequéncia com BTL,
possuem quatro meias-cistinas envolvidas em duas ligagdes dissulfeto intracadeia, mas o
padrio de ponte dissulfeto ¢ diferente ocorrendo em Cys>-Cys®? e Cys'?-Cys* (HORI;
MATSUBARA; MIYASAWA, 2000; OKUYAMA et al., 2009, NASCIMENTO-NETO, 2012)

A lectina CiL-1 também apresenta quatro meias-cistinas formando duas ligacdes
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dissulfeto intracadeia no padrdo !"Cys-Cys® e ®Cys-Cys®® (CARNEIRO et al., 2020). As
lectinas MVN e CV-N apresentam similaridade de sequéncia, contendo a presenca de quatro
residuos conservados de cisteina envolvidos em duas liga¢des dissulfeto intracadeia, sendo que
MVN apresenta dois residuos adicionais de cisteina em seu dominio C-terminal (BOYD et al.,
1997; KEHR et al., 2006).

As LOA BPL-2 e BPL-3, descritas como monoméricas, possuem uma ligacao
dissulfeto intramolecular cada, fazendo com que estas lectinas formem uma estrutura mais
compacta, o que resulta em maior mobilidade observada em gel SDS-PAGE em condi¢des nao
redutoras (HAN et al., 2011; 2012). Com um nimero mais elevado de cisteinas em sua
sequéncia de aminoacidos estdo a lectina CBA contendo sete residuos de cisteina, todos
envolvidos em ligacdes dissulfeto, tanto intracadeia como intercadeia na formacdo de um
dimero (PRASEPTIANGGA; HIRAYAMA; HORI, 2012). A lectina SVN possui 10 cisteinas
formando cinco liga¢des dissulfeto intracadeia, com padrio de ligagdo dissulfeto Cys?°—Cys?®,
Cys*?—Cys*, Cys®—Cys™, Cys**—Cys®® e Cys’—Cys>> (BOKESCH et al., 2003).

As lectinas HCA e HML sdo responsaveis pelo maior numero de residuos de
cisteinas em cadeias de aminoacidos das LOA, apresentando seis cisteinas conservadas em cada
dominio podem formar trés ligacdes intracadeia, e os residuos unicos de cisteina dos dominios
N-terminal (Cys*®) e C-terminal (Cys’!) podem formar uma ligagio dissulfeto intersubunidade
entre esses dominios. Ou seja, essas lectinas apresentam 14 cisteinas em seus mondmeros

(NAGANO et al., 2005a).

1.3.2.1.5 Similaridades de sequéncias

Devido ao avanco lento da caracterizacdo estrutural, um entrave significativo
observado ao longo dos anos ¢ a falta de sequéncias homologas ou similares para as LOA em
bancos de dados, no entanto, esse cendrio parece estar mudando (XU et al., 2023). Contando
com pesquisas de bibliotecas de cDNA, atualmente a maioria das lectinas de algas apresentam
alguma similaridade com outra lectina ou lectina-like desses organismos.

Muitas lectinas de algas vermelhas apresentam similaridade com a lectina de
cianobactéria OAA, apresentando geralmente 4 dominios repetidos nas lectinas de macroalgas
marinhas SfL-1, SfL-2, EDA-2, ESA-2, MEL, AML, KSL, KSA-1, KSA-2, KAA-1, KAA-2
(Figura 10), mas esse nimero pode variar em outros organismos.

Outro grupo que agrega um grande numero de lectinas isoladas com homologia nas

suas sequéncias por contar com a caracteristica de possuir isoformas, ¢ o composto por BTL,
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BSHYV, BSL-2, BSL-3, BSL-4, HJA-1, HJA-2, HJA-3 (Figura 11).

As lectinas HCA e HML ndo apresentam similaridade significativa com outras
lectinas do género Hypnea, no entanto, possuem alta homologia entre si (Figura 12).

A lectina GFL possui similaridade as proteinas putativas VIP36-Like de
Gracilariopsis chorda (GenBank ID:PXF44184.1) e XP_005718310.1 de Chondrus crispus
(NCBI ID:XP_005718310.1) (Figura 13).

A lectina BPL-2 ndo apresenta similaridade com nenhuma LOA isolada, contudo ¢
possivel observar homologias de sua sequéncia com as proteinas hipotéticas BCL-17 de
Bryopsis corticulans (GenBank ID:BAX08603.1), BML-17 de Bryopsis maxima (GenBank
ID:BAI94585.1) e outras do género Bryopsis sp. como BSKO 13835 (GenBank
ID:GMHA45872.1) (Figura 14).



Figura 10 — Ahnhamento de LOA similares a OAA.
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Fonte: Autor. SfL-1 (Solieria filiformis lectin-1), SfL-2 (Solieria filiformis lectin-2); MEL (Meristiella
echinocarpa lectin); MPA-1 (Meristotheca papulosa agglutinin -1); MPA-2 (Meristotheca papulosa agglutinin -
2); KSL (Kappaphycus striatus lectin); KSA-1 (Kappaphycus striatum agglutinin-1); KAA-1 (Kappaphycus
alvarezii agglutinin -1); KAA-2 (Kappaphycus alvarezii agglutinin -2); KSA-2 (Kappaphycus striatum agglutinin
-2); ESA-2 (Eucheuma serra agglutinin-2); EDA-2 (Eucheuma denticulatum agglutinin-2); ASL-1 (Agardhiella
subulata lectin-1); ASL-2 (Agardhiella subulata lectin-2); AML (Amansia multifida lectin). Ponto na sequéncia ¢

indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.
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Figura 11 —Ahnhamento de LOA similares a BTL.
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Fonte: Autor. BSHV (Isoforma da lectina de Bryothamnion seaforthii); BSL-2 (Bryothamnion seaforthii lectin-2);
BSL-3 (Bryothamnion seaforthii lectin-3); BSL-4 (Bryothamnion seaforthii lectin-4); BTL (Bryothamnion
triquetrum lectin); Hypnin-Al (Hypnea japonica agglutinin-1); Hypnin-A2 (Hypnea japonica agglutinin-2);
Hypnin-A2 (Hypnea japonica agglutinin-2). Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.

Figura 12 — Alinhamento de HCA e HML.
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Fonte: Autor. HCA (Hypnea cervicornis agglutinin); HML (Hypnea musciformis lectin). Os pontos acima da
sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.

A lectina Rhodobindin tem as proteinas BWQ96 05261 de Gracilariopsis chorda
(GenBank ID: PXF44961.1) ¢ WP _027846017.1 da cianobactéria Mastigocoleus testarum
(NCBI ID:WP_027846017.1) com similaridade de sequéncia (Figura 15).

As lectinas BPL-3 e BPL-4 possuem homologia entre si e também similaridade com
as proteinas BSKO 05701 (GenBank ID:GMH37828.1) e BSKO 05691 (GenBank
ID:GMH37818.1) de Bryopsis sp. assim como outras proteinas dessa biblioteca de genes
(OCHIAI et al., 2023) (Figura — 16).
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Figura 13 — Alinhamento de sequéncias de proteinas algais similares a GFL.
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Fonte: Autor. GFL (Graczlarza fisheri lectin); VIP36-Like (Proteina tipo VIP36 de Gracilariopsis chorda);

XP 005718310.1 (Proteina hipotética de Chondrus crispus). Ponto na sequéncia ¢é
alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.

¢ indicativo de intervalo de



58

Figura 14 — Alinhamento de sequencias de proteinas algais similares a BPL-2.
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Fonte: Autor. BPL-2 (Bryopsis plumosa lectin-2); BCL-17 (Lectina-like Bryopsis corticulans lectin); BML-17
(Lectina-like Bryopsis maxima lectin); BSKO_ 13835 (Proteina hipotética de Bryopsis sp.). Ponto na sequéncia é
indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.

As LOA do género Ulva ULL e UPL1 também apresentam similaridade entre si
(Figura 17). Assim como as proteinas CV-N, MVN, CV-A de Amazonocrinis nigriterrae (NCBI
ID:WP_198125656.1) e outras proteinas relacionadas aos géneros Nostoc e Mycrocystis (Figura
18).

Outras lectinas de algas azuis que pode ser agrupadas por homologia em suas
estruturas primarias sdo a MVL com a Mf-alL de Microcystis flos-aquae (NCBI
ID:WP_242034682.1) (Figura 19).

A lectina SVN apresenta similaridade com HK-02L de Nostoc commune (GenBank
ID:BBD69056.1) (Figura 20). E por fim as ultimas lectinas purificadas que apresenta
similaridade de sequécia com outras LOA sao BHL e Bryohealin, além de homologia a lectina
BML-54 de Bryopsis maxima (GenBank ID: BAI94586.1) e a proteina hipotética BSKO 06903
(GenBank ID: GMH39005.1) (Figura 21).
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Figura 15 — Alinhamento de sequencias de proteinas algais similares a Rhodobindin.
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Fonte: Autor. Rhodobindin (Lectina de Aglaothamnion callophyllidicola; BWQ96 05261 (Proteina hipotética de
Gracilariopsis chorda); WP_027846017.1 (Proteina hipotética de Mastigocoleus testarum). Ponto na sequéncia é
indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.

Das 41 lectinas algais com isolamento apenas 8 ndo apresentam similaridade
significativa com outras lectinas ou proteinas de algas, no entanto, alguns mostram homologia
a outros grupos de lectinas encontradas em outros organismos. A lectina BCA n3o mostrou
similaridade significativa de sequéncia com outras lectinas ligantes de glicano do tipo high
manose, como CV-N, OAA e ESA-2, mas surpreendentemente, possuia parcialmente o dominio
de ligacdo a carboidratos de lectinas relacionadas a GNA de Galanthus nivalis (SATO et al.,
2011a).

A lectina GAL apresentou alguma similaridade a lectinas do tipo C geralmente
relacionado a animais e GCL apresentou semelhangas com proteinas relacionadas com bactérias

de dominio do tipo B (MASSI; AHMAD, 2012; WHANG et al., 2020).



Figura 16 —Alinhamento de sequéncias de proteinas algais similares a BPL-3.
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Fonte: Autor. BPL-3 (Bryopsis plumosa lectin-3); BSKO 05701 (Proteina hipotética de Bryopsis sp.);
BSKO 05691 (Proteina hipotética de Bryopsis sp.); BPL-4 (Bryopsis plumosa lectin-3). Ponto na sequéncia é
indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.

Figura 17 — Ahnhamento de ULL e UPLI.
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Fonte: Autor. ULL (Ulva liminetica lectin); UPL1 (Ulva pertusa lectin). Ponto na sequéncia ¢

intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.

¢ indicativo de
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Figura 18 — Alinhamento de LOA similares a Cyanovirin-N.
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Fonte: Autor. Microvirin (Lectina de Mycrocystis aeruginosa); Cyanovirin-N (Lectina de Nostoc ellipsosporum);
Cyanovirin-A (Proteina hipotética de Amazonocrinis nigriterrae). Ponto na sequéncia ¢ indicativo de intervalo de
alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.
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Figura 19 — Alinhamento de LOA similares a MVL.
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Fonte: Autor. MVL (Lectina de Mycrocystis viridis), Mf-aLL (Lectina de Microcystis flos-aquae). Ponto na
sequéncia ¢ indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.



Figura 20 — Alinhamento de LOA similares a Scyftovirin.
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Fonte: Autor. Scytovirin (Lectina de Scytonema varium), HK-02L (Lectina de Nostoc commune). Ponto na
sequéncia ¢ indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.

Figura 21 — Alinhamento de LOA similares a BHL.
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Fonte: Autor. BHL (Bryopsis hypnoides lectin); Bryohealin (Bryopsis plumosa lectin); BML-54 (Lectina-like de
Bryopsis maxima); BSKO 06903 (Proteina hipotética de Bryopsis sp.). Ponto na sequéncia ¢ indicativo de
intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.

1.3.2.2 Estruturas tridimensionais
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A caracterizagdo tridimensional € essencial para se determinar com precisdo as
interacdes que ocorrem entre aminoacidos e seus ligantes. O primeiro estudo de cristalografia
de raios X de LOA foi realizado com a HML (NAGANO et al. 2005b). Nas LOA, apenas duas
lectinas de macroalgas e cinco de cianobactérias possuem estrutura tridimensional determinada.

A GRFT ou Griffithsin ¢ a lectina da alga vermelha Griffithsia sp., foi uma das
primeiras lectinas com especificidade por manose a ser isolada e caracterizada de algas
marinhas e sem duvidas ¢ a mais importante e conhecida das lectinas de macroalgas quando se
diz respeito a aplicabilidade biotecnoldégica, muito por causa de aspectos como alta
especificidade e expressdo (LEE, 2019; MORI et al., 2005). A lectina teve sua estrutura
determinada em complexo com seus ligantes mais especificos, como a manose, por difragao de

raios X com uma resolucio de 0,94 A (PDB ID:2GUD) (Figura 22).

Figura 22 — Estrutura determinada de GRFT.
A

Fonte: Adaptado de ZIOLKOWSKA et al., 2006. A — GRFT (primeira cadeia em magenta; segunda cadeia em
ciano). B — Interagdo entre GRFT e maltose. C — Interagdes entre GRFT e Man3.

Sua cristalizacdo revelou uma organizacdo de B-prisma I semelhante aquela
encontrada na lectina jacalin de Artocarpus heterophyllus, caracterizado como um dimero
trocado de dominio porque duas fitas f de uma dos mondmeros que formam o dimero exibem
propriedades de troca de dominio com as duas fitas  correspondentes de sua contraparte, essa
configuragdo ¢ resultado do arranjo simétrico nao covalente de dois dominios idénticos
(ZIOLKOWSKA et al., 2006). Contando com trés sitios de ligagdo de carboidratos dispostos

como um triangulo nas bordas de cada dominio B-prisma, ela se torna uma estrutura hexavalente
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especifica do Man com 6 locais disponiveis para contato (ZIOLKOWSKA et al., 2007).

A lectina OAA possui um arcabouco que consiste em uma Unica cadeia
polipeptidica formada por duas repeticdes de cinco fitas P, organizados em uma estrutura
compacta de 10 fios em um [ barril (Figura 23). Dois barris de [ se associam

perpendicularmente para construir a molécula completa. Este arcabougo estrutural foi obtido

por sua cristalografia de raios X, (PDB ID:30BL) (KOHARUDIN; GRONENBORN, 2011).

Figura 23 — Estrutura determinada de OAA.
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A lectina SfL recentemente teve sua estrutura tridimensional determinada pela
cristalografia de raios X de sua forma recombinante (rSfL) com uma resolucdo de 1,88 A (PDB
ID:7UMJ). Essa ¢ apenas a segunda lectina de macroalga com cristal resolvido, rSfL se agrupa
em um dominio duplo tipo P barril conectado por uma estrutura peptidica com
sete aminoacidos formando uma estrutura descrita como pseudodimérica (Figura 24). No
interior da estrutura de B barril foram observadas interagdes de cadeias laterais, tanto alifaticas
quanto aromaticas, que contribuem para estabilizar a estrutura ao formar um ntcleo hidrofébico,
também foi possivel observar troca de B-fios nos dois dominios de cada P barril ajudando na

estabilidade da estrutura (CHAVES et al., 2023).
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Figura 24 — Estrutura determinada de SfL.
A

L 5}
Fonte: Adaptado de CHAVES et al., 2023. A— SfL. B — Visualizacdo dos B-barris da estrutura. C — Interagdo entre
SfL e a3,a6-manopentose.

A elucidagdo tridimensional também pode ser usada para averiguar a implicagao
das estruturas primarias na conformacao espacial das proteinas, pode-se observar isso ao

comparar uma das subunidades de SfLL. com a sua lectina homoéloga OAA (Figura 25).

Figura 25 — Comparagao da subunidade de SfL com a estrutura de OAA.
A

Fonte: Autor. A — Subunidade de SfL. B — Estrutura de OAA.
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A lectina CV-N ou Cyanovirin-N apresenta varios trabalhos de elucidacdo de sua
estrutura, tanto da estrutura isolada como em associa¢ao com seus principais ligantes, utilizando
técnicas de ressonancia magnética nuclear (RMN) e cristalografia, mostrando que a proteina
existe como um mondmero quase simétrico de dois dominios ou um dimero trocado por

dominio, semelhante ao observado na lectina SfL (Figura 26) (BOTOS; WLODAWER, 2003).

Figura 26 — Estrutura determinada de Cyanovirin-N.

Fonte: Autor. A — Cyanovirin-N. B — Interacdo entre Cyanovirin-N e Man2.

A lectina MVN teve sua estrutura resolvida por técnicas de RMN (PDB ID:2Y1S).
A estrutura apresenta semelhanca a CV-N, incluindo dois dominios homoélogos cada um
consistindo de uma folha [ antiparalela de fita tripla e um p-grampo oposto (Figura 27). MVN
¢ uma proteina globular e alongada, ~52 A de comprimento e ~27 A em seu ponto mais largo.
Sua estrutura difere um pouco da CV-N, com o primeiro dominio sendo formado pelos residuos
38-93 e sendo estabilizado por duas ligagdes dissulfeto entre Cys-63 e Cys-78 e Cys-60 e Cys-
80, e o segundo dominio consiste nos residuos 1-37 e 94—-108, com uma ligagao dissulfeto entre

Cys-8 e Cys-24 (HUSKENS et al., 2010).

Figura 27 — Estrutura determinada de MVN.
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Fonte: Adaptado de SHAHZAD-UL-HUSSAN et al., 2011. A— MVN. B — Interagdo entre MVN e a-manobiose.
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A proteina da MVL teve estrutura resolvida por cristalografia de raios X as suas
estruturas cristalinas livre e ligada ao pentassacarideo Man3GIcNAc, com resolucdo de 1,9 A
(PDB ID:1ZHQ) e 1,8 A (PDB ID:1ZHS), respectivamente. MVL ¢ um homodimero
estabilizado por uma extensa interface intermolecular entre monomeros (Figura 28). Essa
lectina ¢ um polipeptideo de 13 kDa de 113 aminoacidos que contém dois dominios de 54
residuos altamente homodlogos com 50% de identidade de sequéncia entre eles, cada dominio
contém uma folha [ antiparalela de trés fitas, com a tnica a-hélice (por dominio) localizada
entre as fitas . Ha trés protuberancias nas B-fitas, entre os residuos 34-35 (93-94), 40-41 (99-
100) e 44-45 (103-104), distorcendo a tor¢ao normal da folha de 3 de tal forma que ela envolve
a a-hélice e forma uma fenda na extremidade distal de cada dominio que constitui a bolsa de

ligacdo de carboidratos (WILLIAMS et al., 2005).

Figura 28 — Estrutura determinada de MVL.

Fonte: Adaptado de WILLIAMS ef al., 2005. A— MVL. B — Interagdo entre MVL e Man3GlcNAc,.

As estruturas cristalinas da lectina antiviral silvestre e recombinante Scytovirin
(SVN) foram resolvidas por difragdo andmala de comprimento de onda unico e refinadas com
dados estendendo-se para resolucio de 1,3 A (PDB ID:2QT4) e 1,0 A (PDB ID:2QSK),
respectivamente. A SVN ao contrario de outras lectinas com atividade antiviral, como
cyanovirin ou GRFT, ¢ estritamente monomérico, sem indicagdo de oligomerizagao sob
quaisquer condi¢des (Figura 29). No entanto, semelhante ao mondmero da CV-N, a molécula

de SVN ¢ altamente simétrica com dois dominios (MOULAEI et al., 2007).
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Figura 29 — Estrutura determinada Scytovirin.
A

Fonte: Autor. A — Scytovirin. B — Interagdo entre Scytovirin.e glicerol.

Além das estruturas determinadas, metodologias podem ser empregadas para a
predi¢do da estrutura tridimensional de proteinas, esses modelamentos podem apresentar alta
qualidade e trazer diversas informacdes.

A estrutura predita da lectina GFL continha 36% de a-hélice, 17% de folha B, 7%
de B-loop e 40% de coil randomica. A GFL foi composta por 21 folhas 3 distribuidas no DRC,
as a-hélices foram distribuidas nos terminais N e C (Figura 30). A predi¢ao da estrutura mostrou
um dobramento espacial da semelhante ao (PDB ID:2DUR). O DRC de GFL apresentou uma
forma global globular composta por um B-sanduiche de duas folhas B antiparalelas. Os sitios de
ligacdo de carboidratos estavam no topo da estrutura e um sitio de ligacdo de metal estava na
superficie superior de uma fita de P, em estreita proximidade com os sitios de

ligacdo de carboidratos (BARRE et al., 2019; SUTTISRISUNG et al., 2011).

Figura 30 — Estrutura predita de GFL.
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Fonte: Adaptado de BARRE et al., 2019. A — Estrutura predita de GFL. B — Interacdo entre GFL e um dimanosideo.
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A lectina BCA possui o arcabougo B-prisma-II, também conhecido como arcabougo
semelhante a0 GNA, o que condiz com a homologia observada na estrutura primaria, ele
consiste de trés feixes de quatro fios B dispostos em uma estrutura de B-prisma achatada em
torno de um pseudoeixo central (Figura 31) (BARRE et al., 2019). Um sitio de ligacao de
carboidratos ocorre em um sulco localizado no centro do feixe de fios B que forma cada folha
B. As experiéncias de acoplamento realizadas in silico sugerem que ambas os sitios de ligacao
de BCA sao totalmente ativos e acomodam prontamente um residuo de manose (SATO et al.,

2011a).

Figura 31 — Estrutura predita de BCA.

GinGG

Fonte: Adaptado de BARRE et al., 2019. A — Estrutura predita de BCA. B — Interacdo entre BCA e manose.

A lectina BPL-2 de Bryopsis plumosa, tem sido caracterizada como uma lectina
manose-especifica estruturalmente relacionada 8 MFP2 (GRANT et al., 2005). A lectina ¢é
composta por trés B-grampos que adotam uma disposi¢ao triangular para formar uma espécie
de estrutura de B-trevo, em BPL-2 algo parecido com essa configuracdo pode ser observada
(Figura 32). Todavia, € interessante salientar que essa lectina também apresenta homologias
com outras lectinas algais (BARRE et al., 2019). Em experimentos in silico, ¢ sugerido a

ocorréncia de um unico sitio de ligagcdo a carboidratos ativo na lectina (HAN et al., 2010).
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Figura 32 — Estrutura predita de BPL-2.
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Fonte: Adaptado de BARRE et al., 2019. A — Estrutura predita de BPL-2. B — Interacao entre BPL-2 e manose.

1.3.2.3 Classificagoes estruturais

Reunindo as informagdes sobre aspectos estruturais das LOA (Tabela 5) € possivel
complementar as principais caracteristicas comuns a lectinas de algas que foram observadas na
década de 90 (HORI; MIYAZAWA; ITO, 1990; ROGERS; HORI, 1993; SAMPAIO et al.,
1993).

Assim, pode-se dizer que lectinas de algas apresentam um conjunto de
caracteristicas diversas que as diferem de outros grupos de lectinas observadas em reinos
diferentes, essas variagdes, tanto de cardter bioquimico, como estrutural, ndo permitem uma
defini¢do Unica para esse grupo, mas podendo ser descritas até o momento como:

Proteinas ou glicoproteinas com baixo teor de carboidrato, que apresentam baixa
massa molecular, em geral ndo ultrapassando a massa de 30 kDa por unidade monomérica e
possuindo em média de 150 a 250 aminodcidos em suas estruturas primarias, se apresentando
geralmente na forma de mondmeros compactos comumente com mais de um DRC com alta
similaridade entre si e presenga de ligagdes internas fortes, como pontes dissulfeto,
caracteristicas que conferem alta estabilidade frente a variagdes, por exemplo de temperatura e
pH. Essas moléculas, em sua maioria ndo possuem peptideo sinal e ndo necessitam de cations
divalentes para a manuteng¢do de suas ligagdes a carboidratos, que por sua vez, podem ser tanto
monossacarideos como carboidratos ramificados, mas preferivelmente agucares complexos,
incluindo glicoconjugados, em especial N-glicanos do tipo A#igh manose ou N-glicanos (al-6)
fucosilados, podendo ser observado em sua preferéncia por eritrocitos de coelhos que sdao

diversificadamente decorados com essas estruturas glicidicas.
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Lectina Massa }\I° (rle. DRC Pe[.)tideo Teor de .Esta(rio. Dependéncia li&r.quitet.ura Referéncia
(Da) Aminoacidos sinal carboidrato oligomérico de lons tridimensional
BCA 17.500 180 3 SIM — Mondmero — B-prisma-II SATO et al.,2011a
BHL 27.000 296 1 SIM N/A Monomero N/A — NIU et al., 2009
Bryohelin 27.000 257 1 SIM N/A Homodimero — - YOON et al., 2008
BPL-2 17.300 208 1 SIM — Mondmero N/A B-trevo HAN et al., 2010
BPL-3 11.500 134 1 SIM N/A Mondmero N/A B-sanduiche HAN et al., 2011
BPL-4 12.900 137 2 SIM N/A Mondmero — B-sanduiche HAN et al., 2012b
PRASEPTIANGGA;
CBA 2X9.700 105 1 SIM N/A Homodimero N/A — HIRAYAMA;
HORI, 2012
CiL-1 12.000 12 2 NAO N/A Mondmero N/A - CARN];(I)I;(? etal,
ULL 19.000 279 1 SIM - - - - Izglll&iﬁ";%&h
UPL-1 23.000 203 1 SIM 1,2% Mondmero SIM — WANG et al., 2004
MVN 14.000 108 2 NAO N/D Mondmero - B-barril KEHR et al., 2006
MAL 55.000 517 2 NAO 7,8% Mondmero — — JIMBO et al., 2000
MVL 13.000 113 2 NAO - Mondmero N/D - YAMAGUCHT et
al., 1999
CV-N 11,000 101 2 NAO _ Monémero _ B-barril BOTOS;

WLODAWER, 2003



Tabela 5 — Caracteristicas estruturais de LOA (Continuag¢ao).
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Lectina Massa N° de DRC Peptideo Teor de Estado Dependéncia  Arquitetura Referéncia
(Da) Aminoacidos sinal carboidrato oligomérico de Ions tridimensional
OAA 13.900 132 2 NAO N/A Mondmero N/D B-barril SATO et al., 2007
SVN 9.700 95 2 NAO SIN Monbmero _ _ BORECh e b
Rhodobindin 50.700 450 2 NAO N/A Mono6mero — — SHIM et al., 2012
AOL-1 21.400 259 1 SIM — Monomero — — HAN et al., 2012a
AML 29.000 270 4 NAO 2,9% Mono6mero — B-barril NEVES et al., 2007
MEDINA.-
BSHV 9.000 91 1 NAO — Mondmero — — RAMIREZ et al.,
2007
BSL-2 9.000 91 1 NAO — Mondmero — —
DO
BSL-3 9.000 91 1 NAO — Mondmero - - NASCIMENTO-
NETO et al., 2012
BSL-4 9.000 91 1 NAO — Mondmero — —
BTL 9.000 91 1 NAO N/A Mondmero . - CALVETE et al.,
2000
EDA-2 28.000 269 4 NAO — — — B-barril HUNG et al., 2015
ESA-2 28.000 268 4 NAO N/A — — B-barril HORI et al., 2007
GAL 21.000 183 1 SIM N/A Mondmero - - MASSIZ; (ﬁIZ{MAD’
GFL 56.500 513 1 SIM - - - - SUTTISRISUNG et

al., 2011
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Tabela 5 — Caracteristicas estruturais de LOA (Continuag¢ao).

Lectina Massa N° de DRC Peptideo Teor de Estado Dependéncia  Arquitetura Referéncia
(Da) Aminoacidos sinal carboidrato oligomérico de Ions tridimensional
GCL 24.900 231 6 NAO N/A Mondmero N/A HWANG et al., 2020
GRFT 2X13.000 121 2 NAO — Dimero — B-prisma I MORI et al., 2005
HCA 9.200 90 2 NAO N/A Monémero N/A - NAGANO etal.,
2005a
HIJA-1 9.100 90 1 NAO N/A Mono6mero N/A — HORI,
MATSUBARA;
HIJA-2 9.100 90 1 NAO N/A Mondmero N/A — MIYASAWA, 2000
HIA-3 9.100 90 1 NAO N/A Monémero N/A - OKUY?%;’* etal,
HML 9.300 90 2 NAO N/A Mondmero N/A - NAGANO etal,,
2005a
KAA-1 28.000 268 4 NAO - Mondmero N/A B-barril HIRAYAMA et al.
KAA-2 28.100 269 4 NAO — Monémero N/A B-barril 2016
KSA-1 27.800 268 4 NAO — Mondmero N/A B-barril HIRAYAMA; LY;
HORI, 2015; ;
KSA-2 28.000 269 4 NAO - Mondmero N/A B-barril TRUN%EUNG’
KSL 27.800 267 4 NAO - Monémero N/A B-barril HUNG: TN
MEL 28.000 267 4 NAO 29% Monémero N/A B-barril CHAVES et al.,

2018a



Tabela 5 — Caracteristicas estruturais de LOA (Conclusao).

74

Lectina Massa N° de DRC Peptideo Teor de Estado Dependéncia  Arquitetura Referéncia
(Da) Aminoacidos sinal carboidrato oligomérico de Ions tridimensional
- . 267 A _ 5 barr
SfL-1 27.500 4 NAO Mondmero N/A B-barril CHAVES et dl..
X R . 2018b
SfL-2 28.000 267 4 NAO — Mondmero N/A B-barril

Fonte: Autor. N/A: Nao apresenta.
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Seus enovelamentos tridimensionais ndo segue um padrdo comum, podendo ser
divididas em diferentes familias, mas geralmente apresentam riqueza em estruturas de folhas p.

E ao se agrupar essas lectinas por suas caracteristicas estruturais ¢ possivel
classifica-las pelas suas similaridades (Tabela 6):

O primeiro grupo ¢ a familia OAAH (Oscillatoria agardhii agglutinin homologue),
uma familia ja bem estudada e definida com importantes propriedades antivirais, contra
principalmente o virus HIV (KOHARUDIN et al., 2012; SATO et al., 2020).

O segundo grupo € composto por lectinas que apresentam o segundo maior nimero
de membros considerando as isoformas, denominado aqui como BTLH (Bryothamnion
triquetrum lectin homologue). O terceiro grupo concentra lectinas similares com o grupo
anterior, mas com singularidades, nomeado de Hypcistinas (Hyp- em analogia ao género:
Hypnea; cist — pela riqueza de cisteinas por dominio na lectina).

Um quarto grupo ¢ formado pela lectina isolada BPL-2 e outras proteinas putativas
de algas, chamada aqui de Bryoptinas em alusdo ao género até aqui tinico de concentragao das
lectinas e proteinas similares. Bryohealinas seria o conjunto de lectinas homologas a Bryohealin.
Assim como o grupo das Rhodobindinas ¢ formado pelas proteinas homologas a Rhobindin.

O ultimo grupo exclusivo de lectinas de algas foi chamado de Ulvinas, pois todos
os membros pertencem ao género de algas verdes Ulva.

As LOA ainda possuem membros ligados as familias das lectinas do Tipo-L, Tipo-

H, e as conhecidos dominios ligados a lectinas de algas azuis CVNH, MVLH e SVNH.

1.3.3 Atividades biologicas

Toda caracterizagdo estrutural ¢ fundamental para o entendimento dos mecanismos
de atuacdo das lectinas algais, principalmente devida ao numero elevado de aplicabilidades que
essas moléculas vém demonstrando (Tabela 7). De fato, uma vez que o potencial para uma
determinada atividade bioldgica ¢ determinado em uma lectina o caminho para a elucidagao
dos processos envolvidos ¢ o estudo de suas estruturas, pois essas informagdes sdo essenciais
para potencializar suas capacidades de agente terapéutico, profilatico ou outra qualquer,
fazendo o correto direcionamento da atuagdo da proteina nas interagdes entre moléculas

biologicas e células, baseadas nas suas estruturas glicidicas especificas.



Tabela 6 — Familias de lectinas oriundas de algas (Continua).
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e [ s Arquitetura
Familia Membros Caracteristicas comuns . q .
tridimensional
OAA /SfL-1/SfL-2 ) ) ] )
EDA-2 / ESA-2 / MeL = 270 aminoacidos / = 28 kDa / mondmero / 4 dominios repetidos
OAAH AML/MPA-1/MPA-2 Ligagdo a N-glicanos figh manose / auséncia de pep. Sinal / ndo dependente de
KSL /KSA-1/KSA-2 ) ) ) )
KAA-1/KAA-2 / ASL-1 ions divalentes / presenca de isoformas / Auséncia de cisteinas /
ASL-2
= 90 aminoacidos / = 9 kDa / mondmero / dominio unico / Ligacdo a N-glicanos
BTL/BSHV /BSL-2 ) ) ) )
(a1-6) fucosilados / auséncia de pep. Sinal / presenga de isoformas / ndo
BTLH BSL-3/BSL-4 / HJA-1 ) ) i ) )
dependente de ions divalentes / 2 pontes dissulfeto intracadeia / tendencia a
HJA-2 / HJA-3 ) L
oliomerizagao / UniProt ID: P85888
s St
o = 90 aminoacidos / = 9 kDa / monémero / 2 dominios repetidos / 14 cisteinas Q g
Hypcistinas HCA /HML =,
envolvidas em 3 pontes dissulfeto por dominio / \
UniProt ID:P84870
B . BPL-2/BCL-17 = 200 aminoacidos / = 17 kDa / mondmero / presenca de pep. Sinal dominio tnico 2 f‘&(
optinas o
yop BML-17 / BSKO_13835 / ligagdo a monossacarideos e fetuina / 6 cisteinas /
UniProt ID:C9K 135
0
. BHL / Bryohealin = 280 aminoacidos / = 27 kDa / dimero / preseng¢a de pep. Sinal dominio tinico / et .
Bryohealinas } - )

BML-54 / BSKO_06903

ligagdo a GalNAc/ GIcNAc /

UniProt ID:B2L2K0



Tabela 6 — Familias de lectinas oriundas de algas (Continuag¢ao).
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e [ s Arquitetura
Familia Membros Caracteristicas comuns . q .
tridimensional
GFL
Tipo-L VIP36 = 500 aminoacidos / = 56 kDa / presenga de pep. Sinal / dominio tnico /
AAM93989.1
UniProt ID:E3SER7
Rhodobindin ) ) ) ) . .
L = 225 aminoacidos por dominio / = 25 kDa por dominio / especificidade a Fetuina
Rhodobindinas  PXF41178.1 N/A
¢ Asialofetuina /
WP _027846017.1
Tivo-H BPL-3 /BSKO 05701 = 120 aminoacidos / = 12 kDa / monomero / presenca de pep. Sinal dominio tinico
1pO-
P BPL-4 /BSKO 05691 / ligag@o a GalNAc/ galactosideo / uma ponte dissulfeto intracadeia /
= 240 aminoacidos / = 20 kDa / monomero / presenca de pep. Sinal dominio tinico
Ulvinas ULL/UPLI1 / dependéncia de ions divalentes / ligagdo a GIcNAc/Fuc e glicoproteinas / podem
ser glicoproteinas /
CV-N
= 100 aminoacidos / = 12 kDa / mondmero / auséncia de pep. Sinal / 2 dominios
CVNH MVN )
repetidos /
CV-A

PDB ID:11Y
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Tabela 6 — Familias de lectinas oriundas de algas (Conclusdo).

Arquitetura

Familia Membros Caracteristicas comuns .y .
tridimensional

= 110 aminoacidos / = 13 kDa / mondmero / auséncia de pep. Sinal / 2 dominios

MVLH MVL / Mf-aL
repetidos /
PDB ID:1ZHQ
N T
© s n " . . L, /7 g i § ."“-\
= 95 aminoacidos / = 10 kDa / mondmero / auséncia de pep. Sinal / 2 dominios Y i i;(
SVNH SVN / HK-02L S
repetidos / B ot

PDB ID:2QT4

Fonte: Autor. N/A: Nao apresenta.
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Atividade Lectina Referéncia
MVL BEWLEY et al., 2004
BARRIENTOS et al., 2003; BOYD et al.,
CV-N 1997; O'KEEFE et al., 2003; NAIDOO et
al., 2003
OAA SATO; OKUYAMA; HORI, 2007
SVN ALEXANDRE et al., 2010; ARMARIO-
.. NAJERA et al., 2022
Antiviral
GRFT ALEXANDRE et al., 2010
BCA SATO et al.,2011a
KSA SATO; HORI, 2011
KAA-1 HIRAYAMA et al., 2016
KAA-2 SATO et al.,2011b
ESA-2 SATO et al., 2015
Lyngabyal EL-FAKHARANY et al., 2020
Aglutinacdo de organelas BHL NIU et al., 2009
celulares Bryohealin JUNG et al., 2010
BSL NASCIMENTO-NETO et al., 2012
Proé-cicatrizante Bryohealin JUNG et al., 2010
SfL CHAVES et al., 2023
ESA LIAO et al., 2003;
PcL SILVA et al., 2010;
SfL HOLANDA et al., 2005
Antibacteriana EDA HUNG et al., 2015
I]-;l;/[f VASCONCELOS et al., 2014
KSA-2 HIRAYAMA et al., 2015
SfL ABREU et al., 2016
PcL SILVA et al., 2010;
AML NEVES et al., 2007,
. . . CcL VANDERLEI et al., 2010
Antinociceptiva BITENCOURT ef al., 2008; FIGUEIREDO
HCA
etal., 2010
Eii VIANA et al., 2002
CeL VANDERLEI et al., 2010; MONTEIRO
ABREU et al., 2012
HCA BITENCOURT et al., 2008
Anti-inflamatéria SfL ABREU et al., 2016
PcL ABREU et al., 2012
BTL FONTENELLE et al., 2018
AML MESQUITA et al., 2021
I icid GOL LEITE et al., 2005
nseticida GCL LIMA et al., 2005
ESA KAWAKUBO et al., 1997
Mitogénica para linfocitos Carnin HORI et al., 1987

Granin-BP

OKAMOTO et al., 1990
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Tabela 7 — Atividades bioldgicas de LOA (Conclusdo).
Atividade Lectina Referéncia
SUGAHARA et al., 2001; HAYASHI et al.,

ESA 2012; OMOKAWA et al., 2010
Anticancer / Marcador de SfL CHAVES et al., 2018b
{1l B ATA SHIOMI; KAMIYA; SHIMIZU, 1979
celulas cancerigenas BSL CONRADO et al., 2012
Lyngabyal EL-FAKHARANY et al., 2020
BPL-2 LEE et al., 2022
AML
Inducdo da migracdo de
¢ i grag BSL NEVES et al., 2001
neutrofilos BTL
GC
I]—;l;/[f VASCONCELOS et al., 2014
TEIXEIRA et al., 2007
.. BTL
Anti-biofilme CiL-1
CiL-2 CARNEIRO et al., 2020
SfL CHAVES et al., 2023
Diferenciacao de células de BSL
R PINTO et al., 2009
cancer BTL
Relaxante vascular BTL LIMA et al., 2004
Antioxidante HFL WU etal., 2016
BSL DE ALENCAR ALVES et al., 2020
Regeneracdo de protoplastos BHL NIU et al., 2009
Inibic¢ao de agregacao
. HIJA MATSUBARA; SUMI; HORI, 1996
plaquetaria
Sintese de citocinas TCL MOLCHANOVA et al., 2010
Anti-hiperglicemica BSL DE ALENCAR ALVES et al., 2020
Antidepressiva SfL ABREU et al., 2018; ABREU et al., 2022
Antifungica GRFT NABETA et al., 2021

Fonte: Autor.

Como j4 evidenciado, glicanos diversos, desde estruturas simples e principalmente
glicoconjugados, sdo riquissimamente encontrados em células, micro-organismos e tecidos
epiteliais funcionando como receptores para transmitir informacdes intercelulares. A grande
importancia dessa fun¢do esta porque, de forma geral, esse ¢ o mecanismo basico tanto de
processos essenciais nos organismos-vivos, como da entrada ou replicacdo de células
infecciosas, seja de agentes invasores ou o proprio crescimento descontrolado como ocorre na
neoplasia maligna (GUO et al., 2021; HATAKEYAMA; UNNO, 2023; KONOZY; OSMAN,
2022).

As LOA se destacam por apresentar diversas atividades (Tabela 7), uma das mais
evidenciadas ¢ o potencial antiviral, por exemplo, nas lectinas da familia OAAH gragas a suas

carcteristicas estruturais de B-barril e topologia de sitios de ligagdo a especifica a glicanos
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decorados com manose a(1-6), que sao diversamente distribuidos em membranas de virus
(ALVAREZ; FELIX; LEMOS, 2023; BARRE ef al., 2019). Outra lectina que possui enorme
potencial biotecnologico contra virus ¢ a GRFT que possui atividade inibitoria contra uma
ampla variedade desses micro-organismos, como HIV (Human immunodeficiency virus) e
SARS-CoV-2, ja estando em ensaios clinicos como agente profilatico contra ambos os virus
(BAINS et al., 2023; BRAND, 2023; GUAN et al., 2023; NABETA et al., 2023).

Outra atividade muito importante observadas nessas lectinas € agao sobre células
cancerigenas, muitas lectinas de algas vermelhas e azuis, apresentam capacidade de serem
estratégias terapéuticas menos evasivas e toxicas, e também mais barata para o tratamento desse
conjunto de doencas (DE ARRUDA et al., 2023). Além de poderem identificar e se ligar a
polimeros de glicanos de superficie de virus ou glicosilacdes de processos de metastase essas
proteinas reconhecem muitas estruturas da parede celular de bactérias, além de outras glicidios
internos a célula (CHO; PARK; KIM, 2022).

A capacidade de funcionar como agente antibacteriano ja foi observado em varias
LOA (HIRAYAMA et al., 2015; HUNG et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2014). Contudo,
a producdo de novos farmacos, como um microbicida, pode demorar muito tempo em testes até
ser aprovado, além dos custos e da capacidade de bactérias tem de sofrer mutagdes que lhes
conferem resisténcia (GUPTA et al.,2021; SILVA; ARAUJO, 2021).

Essas questdoes fazem nascer a necessidade de novas estratégias para utilizar a
capacidade das lectinas contra esses micro-organismos. Uma dessas novos pensamentos ¢ de
potencializar a acdo de medicamentos que combatem as infec¢des causadas por essas bactérias,
com a associacdo dessas moléculas (DE ASSIS DUARTE et al., 2023). A lectina GAL de
Gelidium amansii foi até entdo a unica lectina de alga testada que apresentou possuir tal
potencial em associagdo com streptomicina contra Mycobacterium tuberculosis (MASSI;
AHMAD, 2012). Dessa forma, a utilizacdo de novas LOA para esse fim ¢ fundamental, a fim

de descobrir novas moléculas com essa capacidade.

1.3.4 Codium isthmocladum Lectin — 2 (CiL-2)

A lectina CiL-2 de Codium isthmocladum ¢ uma proteina inibida por GalNAc e
mucina de estdmago suino, apresentando massa molecular de 12,264 + 5 Da e demonstrando
possuir pontes dissulfeto intracadeia, e ainda, foi classificada como uma lectina célcio-
dependente e aparenta possuir oligomerizacao de trés ou seis subunidades (CARNEIRO et al.,

2020). Além da purificagao, ja foi determinado que a lectina conta com potencial biotecnologico
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contra bactérias.

Em 2020, CiL-2 se mostrou capaz inibir o desenvolvimento de biofilme
estafilococico, principalmente de Staphylococcus aureus, apesar de ndo apresentar atividade
antibacteriana sobre bactérias Gram-positivas ou Gram-negativas (CARNEIRO et al., 2020).
Anterior a isso, a lectina (referida como CiL-1) j& tinha mostrado possuir capacidade aglutinante
sobre S. aureus, mas ndo foi toxica contra o microcrustaceo Artemia sp. provavelmente pelo
nao reconhecimento de glicoproteinas presentes no seu trato digestorio (SILVA, 2013). E em
2016, a lectina ja demonstrava potencial antibiofilme bacteriano (SABOYA, 2016).

Em relagdo a caracteristicas estruturais além da massa, CiL-2 teve estudos de
elucidagdo de seu N-terminal e propor¢do das estruturas de sua forma secundaria, mas sua
sequéncia de aminoacidos completa ou pistas da sua conformagdo tridimensional ndo foram
obtidas (CARNEIRO et al., 2020). Dessa forma, existe uma lacuna de informagdes estruturais
que podem ser melhor investigados em prol de se entender os mecanismos envolvidos nas
possiveis atividades dessa lectina, como por exemplo, sua atua¢do contra bactérias como S.
aureus, que anteriormente demonstrou possuir.

Inumeras ferramentas de bioinformatica estrutural estdo hoje disponiveis e podem
ser utilizadas para melhorar a caracterizagdo dessas lectinas e ajudar a tragar relagdes entre as

caracteristicas estruturais ja observadas nas LOA e suas notdveis aplicagdes biotecnologicas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar estruturalmente a lectina CiL-2 presente na alga marinha Codium

isthmocladum e avaliar seus efeitos sinérgicos em combinagdo com antibidticos.

2.2 Objetivos Especificos

* Determinar a estrutura primaria da lectina através de espectrometria de massas (MS/
MS).

*  Construir um modelo da estrutura tridimensional da proteina por meio de modelagem
estrutural com base na estrutura primaria determinada.

* Analisar a estrutura da proteina por meio de ferramentas de bioinformatica.

* Observar o dominio de reconhecimentos a carboidratos da lectina e a interagao proteina-
ligante.

* Avaliar os efeitos sinérgicos da lectina em combinagdo com antibioticos para diferentes

cepas bacterianas patogénicas.
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3 MATERIAS E METODOS

3.1 Material bioldgico

3.1.1 Colegao de algas

Espécimes da alga marinha Codium isthmocladum foram coletados durante as
marés baixas de sizigia na praia de Paracuru, Ceara, Brasil. As algas foram transportadas em
recipientes plasticos para o laboratério onde foram limpos de epifitas e congelados a — 20 °C
até posterior uso.

Todas as coletas e acesso ao patrimonio genético de organismos marinhos foram
autorizados e regulados pelos 6rgdos ambientais competentes através de registros no SISBIO
(Sistema de Autorizagdo e Informacdo em Biodiversidade, ID: 33913-11) e SISGEN (Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, ID:

AC14AF9).

3.1.2 Ensaio de hemaglutinagdo

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados utilizando eritrocitos de
coelho, mantidos no Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal do Ceard, com coleta autorizada pelo certificado CEUAP 2211202101. Os testes foram
realizados seguindo o método da dupla dilui¢do seriada, em placas de microtitulagdo de fundo

em V, segundo a metodologia padrao (SAMPAIO et al., 2002).

3.2 Isolamento da lectina

A lectina presente na alga marinha Codium isthmocladum (CiL-2) foi obtida
seguindo o protocolo previamente estabelecido (CARNEIRO et al., 2020).

Os exemplares foram cortados e homogeneizados com trés volumes de tampao
acetato de sodio 50 mM, pH 5, contendo NaCl 1 M (TB de extragdo) sob agitagcdo por 16 h. O
extrato foi filtrado em tecido de nylon, em seguida foi centrifugado a 8000xg por 20 min a4 °C
e o sobrenadante, contendo atividade hemaglutinante, foi denominado extrato bruto.

O extrato bruto foi submetido inicialmente a uma precipitacdo com sulfato de

amonio a 40% de saturagdo e apos 4 h a temperatura ambiente, as proteinas precipitadas



85

peletizadas por centrifugacdo foram descartadas. O sobrenadante foi saturado com 100% de
sulfato de amoénio, deixado em repouso por 4 h e depois centrifugado. Proteinas precipitadas
(F40-100) foram solubilizadas em pequeno volume de tampao fosfato 20 mM, pH 7 (PB).

A amostra foi dialisada contra PB, centrifugada, e seguiu para cromatografia de
troca idnica em coluna DEAE-Sephacel previamente equilibrada com PB. A coluna foi lavada
com o mesmo tampao e as fragdes retidas foram eluidas com PB contendo 400 mM de NaCl,
onde as fragdes foram monitoradas por medigdo de absorbancia a 280 nm e através da
determinagao da atividade hemaglutinante.

A fracdo eluida 0,4-DEAE foi dialisada, liofilizada e solubilizada em pequeno
volume de Tris-HCI 20 mM, pH 7,5, contendo NaCl 150 mM e CaCl> 5 mM (TBS). Esta
amostra foi centrifugada e carregada em coluna BioSuite 250 HR SEC (0,78 x 30 cm, tamanho
de particula de 5 pm, Waters Corp, EUA) acoplada a um sistema Acquity UPLC (Waters Corp),
previamente equilibrado com TBS. As fragdes contendo atividade hemaglutinante
representando a lectina isolada (CiL-2) foram agrupadas, dialisadas, liofilizadas e armazenadas

a — 20 °C para uso posterior.

3.2.1 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 15% na presenca de dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE), corado com Coomassie Brilliant Blue, com e sem redu¢do da amostra com -

mercaptoetanol a 100 °C durante 5 minutos (LAEMMLI, 1970).
3.3 Determinac¢io da estrutura primaria
3.3.1 Determinagdo da sequéncia de aminodcidos por espectrometria de massas (MS/MS)
3.3.1.1 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 so6dio (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).
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As bandas eletroforéticas descoradas da proteina seguiram para digestdo com as
enzimas proteoliticas tripsina e quimotripsina. 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 digestao foi
interrompida com adi¢do de 2 pL de acido formico a 2%. Os peptideos resultantes foram

extraidos do gel conforme Shevchenko ef al. (2007).

3.3.1.2 Digestdo em solug¢do com enzimas proteoliticas

A lectina também foi digerida em solugdo com a enzima proteolitica Asp-N. A
digestao foi realizada em bicarbonato de amoénio 50 mM na presenga do surfactante RapiGest
(0,1%) segundo o protocolo estabelecido (WATERS CORPORATION, 2015), onde Asp-N foi
usada na propor¢ao 1:200 p/p (enzima/substrato). A digestdo foi mantida a 37 °C por 16 horas,

sendo interrompida com adicao de 10 pL de 4cido trifluoroacético a 5%.

3.3.1.3 Sequenciamento dos peptideos obtidos por digestdo

Para o sequenciamento dos peptideos obtidos por digestao, as solugdes contendo-
os foram injetadas em uma coluna de fase reversa C18 (100 pm x 100 mm) em um sistema
nanoAcquity (Waters Corporation, MA, EUA), os peptideos foram eluidos por gradiente linear
de acetonitrila, contendo 0,1% de acido formico. Os eluatos foram infundidos diretamente em
uma fonte de nanoeletrospray 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 analises 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 ifons precursores com carga
(z) entre 2+ e 4+, onde foram fragmentados por Dissociacdo Induzida por Colisao (CID),

utilizando argénio como gas de fragmentacao.

3.3.1.4 Andlise dos dados

Para a analise de dados os espectros coletados foram processados pelos programas
MassLynx v4.1 e ProteinLynx v2.4 (Waters Corporation). Os espectros de fragmentagdo foram
interpretados manualmente pelo uso da ferramenta PepSeq (Waters). A estrutura primaria foi

determinada por sobreposi¢do dos peptideos sequenciados.
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3.3.1.5 Analise de bioinformatica

Para as analises de bioinformatica a similaridade de sequéncia de aminoacidos de
CiL-2 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).

O banco de dados de proteinas SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) foi usado
para determinar a arquitetura de dominio da lectina e presenga de peptideo sinal e/ou repeti¢des
internas. Os alinhamentos das sequéncias foram feitos usando os programas MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) e ESPript (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/).

A ferramenta online ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) foi usada para
estimativa da composi¢do de aminodcidos, indice de hidropatia e pl da proteina (GASTEIGER
et al., 2005) e o programa NetNGlyc foi usado para identificar sitios de glicosilagdo (NXT)
(http://www.cbs.dtu.dk/services/NetNGlyc) (GUPTA; JUNG; BRUNAK, 2004).

3.4 Modelagem da estrutura tridimensional

3.4.1 Predicdo estrutural

A predicao estrutural da proteina foi realizada pela avaliagdo da qualidade de
estruturas geradas automaticamente produzidas por diferentes servidores onl/ine de modelagem.

Primeiramente, uma busca por estruturas proteicas  determinadas
experimentalmente com sequéncias de aminoacidos semelhantes a CiL-2 foi realizada por meio
do BLASTp com o algoritmo PSI-BLAST (YAO et al.,2019) contra o Protein Data Bank (PDB
- https://www.rcsb.org/search). Essa pesquisa permitiu a identificacao da similaridade da lectina
para lectinas relacionadas e proteinas contendo o dominio das lectinas do Tipo-H.

Os principais templates utilizados foram as lectinas de Helix pomatia sem ligantes
(ID:2CE6) e complexada com zinco e N-acetil-a-D-galactoseamina (GalNAc) (ID:2CCV) e
com o antigeno de Forsmann (2CGY) que apresentaram uma identidade de sequéncia média e
cobertura de 22% e 74%, respectivamente. O ligante GalNAc também corresponde a
especificidade de CiL-2 e se apresentou como uma lectina dependente de ions divalentes
(CARNEIRO et al., 2020).

Vinte e uma estruturas diferentes foram obtidas pelos seguintes servidores e
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programas: Modeller - 5 modelos (WEBB; SALI, 2021), GalaxyWeb - 5 modelos (SHIN et al.,
2014), SWISS-MODEL - 1 modelo (WATERHOUSE et al., 2018), I-TASSER - 5 modelos
(ZHOU et al., 2022) e AlphaFold2 - 5 modelos (JUMPER et al., 2021). Posteriormente, os
melhores modelos gerados pelas ferramentas, determinados em um primeiro momento pelos
parametros proprios de cada software, foram refinados pelo servidor online GalaxyRefine (LEE
et al.,2019) e as estruturas refinadas foram entdo analisadas estereoquimicamente (graficos de
Ramachandran, sobreposigdes estéricas, parametros de desvio Cp, rotadmeros e qualidade do
angulo de ligagao) pelos servidores de validacdo MolProbity (WILLIAMS et al., 2018) e
PROCHECK (LASKOWSKI et al., 2012).

Finalmente, o melhor modelo (com base nos parametros mencionados acima) foi
selecionado e visualizado usando programa Pymol, e o padrao oligomérico foi predito com o
auxilio da ferramenta Homomer do servidor GalaxyWeb (http://galaxy.seoklab.org/) (SHIN et
al., 2014). Ambas as estruturas foram entdo submetidas as ferramentas PDBsum Generete
(https://www.ebi.ac.uk) que gera um conjunto completo de andlises estruturais (LASKOWSKI,
2022), 3D-BLAST (http://3d-blast.life.nctu.edu.tw/) (YANG; TUNG, 2006) e RaptorX
(http://raptorx.uchicago.edu/) de alinhamento estrutural (WANG et al., 2013).

3.4.2 Predigdo de sitios de ligacio

Os sitios de ligacdo de carboidratos mais confidveis na estrutura do CiL-2 foram
identificados pela ferramenta DogSiteScorer (https://proteins.plus) e DogSite3 utilizando o
monossacarideo a-GalNAc (ID:A2G) como viés para a predi¢ao da bolsa de ligagdo (GRAEF;
EHRT; RAREY, 2023; VOLKAMER et al., 2012).

O sitio de ligagdo para os carboidratos andmeros a-GalNAc (ID:A2G) e B-GalNAc
(ID:NGA) também foi predito com a ferramenta GalaxySite do servidor GalaxyWeb
(http://galaxy.seoklab.org/) (SHIN et al., 2014).

3.4.3 Predigdo da funcio

A fun¢ao molecular, o processo biologico e a localizagdo no componente celular de
CiL-2 foram previstas utilizando a ferramenta C-I-TASSER do servidor I-TASSER que ¢ capaz
de prever a fung¢do de proteinas com alta precisdo partir de uma sequéncia de consulta (ZHENG

etal., 2021).
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3.5 Atividade sinérgica em combina¢io com antibiodticos

3.5.1 Micro-organismos

Para o estudo da atividade sinérgica da lectina com antibidticos foram utilizadas as
seguintes cepas bacterianas: Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698,
Escherichia coli ATCC 11303 que pertencem a cole¢do de culturas microbianas do Laboratorio
de Microbiologia aplicada do Laboratorio Integrado de Biomoléculas.

O meio Agar Miieller-Hinton foi utilizado para o cultivo das bactérias (MHA;
KASVI, Brasil) que serdo incubadas a 37°C por 24 h. Apds o crescimento no meio soélido,
algumas colonias isoladas foram removidas e inoculadas em Caldo Miieller-Hinton (MHB;
KASVI, Brasil), posteriormente incubadas durante 24h a 37°C. As células foram colhidas por
centrifugacdo durante 10 minutos, 6000 xg, a 25°C.

As células serdo suspensas em MHB e a densidade celular de cada suspensao
bacteriana foi ajustada para a concentracio final de 1 x 10% (UFC.mL""), por densidade dptica
de 620nm (as curvas de calibragdo foram previamente determinadas para cada bactéria) e

guardadas para posterior uso.

3.5.2 Atividade da lectina combinada a antibioticos

A avaliagdo do efeito da lectina CIL-2 combinada aos antibidticos foi realizada
através do método checkerboard, descrito nos trabalhos realizados por Lechartier, Hartkoom e
Cole (2012) com adaptagdes. O termo checkerboard refere-se a multiplas dilui¢des com dois
agentes antimicrobianos em concentragdes equivalentes, abaixo ou acima das CIMs para os
microrganismos testados. Este método consiste em colunas contendo concentragdes diferentes
da droga “A” diluidas ao longo do eixo x, e linhas contendo as concentragdes da droga “B” ao
longo do eixo y (LORIAN, 2005).

Para este estudo, foram avaliadas as combinac¢des de CIL-2 com os antibidticos
oxacilina e tetraciclina, contra todas as bactérias descritas anteriormente. Para cada combinacgao
testada foram usados 25 pocos da microplaca de 96 pocos de fundo em "U", das linhas A a E,
sendo o antibidtico diluido no sentido vertical da placa, das linhas A a E nas concentragdes da
CIM, 1/2 x CIM, 1/4 x CIM, 1/8 x CIM e 1/16 x CIM, ¢ a lectina na concentracdo constante de
125 pg/mL nas colunas 1 a 5. Tanto os antibidticos quanto a lectina foram diluidos

separadamente em placas de microtitulacdo, e logo em seguida foram misturados em nova placa,
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que foi preenchido com 50 pL do antibidtico, 50 puL da lectina e 100 pL do indculo bacteriano
previamente ajustado (5 x 10° UFC/mL). A linha F foi usada como controle da CIM do
antibiotico, e a linha G como controle do crescimento bacteriano.

Logo apos a montagem das placas, estas foram incubadas a 37°C por 24 horas e
para a determinagdo da nova CIM em combinagdo, a densidade optica (D.O) foi mensurada no
comprimento de onda de 620 nm em leitor de microplacas (Spectramax). Para bactérias que
apresentaram valores iguais a 1/2x CIM, consideramos efeito aditivo; valores entre 1/4 ¢ 1/16,
efeito sinérgico, valores 1x CIM, 2x CIM, consideramos como ndo interacdo ou efeito

antagdnico.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO
4.1 Purificacio da lectina CiL-2

A lectina CiL-2 da alga marinha verde Codium isthmocladum foi purificada
seguindo o protocolo ja estabelecido por Carneiro e colaboradores, 2020. A lectina foi isolada
por cromatografia de troca i6nica em coluna de DEAE-Sephacel e a atividade hemaglutinante
foi observada nos dois picos retidos, P1 (eluido com fosfato 20 mM) e P2 (eluido com 400 mM
de NaCl), o P2 que correspondia a lectina foi recuperado e posteriormente submetido a
cromatografia de exclusdo molecular para concluir sua purificagdo, confirmada na fragao
contendo atividade hemaglutinante.

A lectina purificada foi submetida a SDS-PAGE na presenca e auséncia de -

mercaptoetanol para avaliar sua pureza e estimar a massa molecular (Figura 33).

Figura 33 — Eletroforese SDS-PAGE de CiL-2.

kDa M 1 2
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Fonte: Autor. SDS-PAGE 15%. M: marcador molecular (HSA — 66 kDa; rSfL — 30 kDa; CCL — 15 kDa). 1: CiL-
2 na auséncia de B-mercaptoetanol. 2: CiL-2 na presenga de B-mercaptoetanol.

A lectina seguiu 0 mesmo padrao de trés bandas na auséncia de B-mercaptoetanol
correspondentes a um trimero e uma banda tnica (=15 kDa) em condi¢des redutoras com uma
migracdo em gel reduzida em comparagdo com a banda correspondente a0 mondémero (=13
kDa) em condic¢des ndo redutoras, o que indica a presenga de pontes dissulfeto intercadeia, essas
caracteristicas foram observadas por Carneiro e colaboradores em 2020 e anos antes por Silva

em 2013 e ainda Rodrigues, 2011 (denominada anteriormente como CiL-1). Todos os autores
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relataram um padrdo de migracdo em gel muito similar ao observado nesse trabalho, o que
indica que a lectina possui um protocolo de purificagdo facilmente replicavel e um padrio

oligomérico constante.

4.2 Sequéncia de aminoacidos do N-terminal

A sequéncia N-terminal da lectina CiL-2 foi obtido pela primeira vez através de
degradacao de Edman em 2020 e consistia nos primeiros 17 aminoacidos identificados:
'TFQIGQGSMGNKTITGVS!? (CARNEIRO et al., 2020). Neste trabalho, confirmamos os 17
primeiros aminoacidos como 'FEIGTESVEDLGDKDSC!” por espectrometria de massas
(MS/MS) através da sobreposicdo dos peptideos digeridos com as enzimas tripsina,
quimiotripsina e Asp-N (ver a frente), que apresentou similaridade em todos os aminoacidos e
identidade de quatro residuos nos primeiros sete aminoacidos da estrutura primaria da lectina
com o N-terminal previsto anteriormente (Figura 34), o que ¢ condizente com a metodologia
de Edman de maior eficiéncia nos primeiros ciclos, apesar de hoje ser muitas vezes substituida
por ferramentas de maior sensibilidade e resolucdo, como as técnicas de espectrometria de
massas, ainda € conveniente para confirmacao e identificagdo de incdgnitas na sequéncia, como
no caso da defini¢io (I/L)* sugerida por peptideos tripticos e quimiotripiticos em CiL-2

(VECCHI; XIAO; WEN, 2019).

Figura 34 — Alinhamento do N-terminal de CiL-2 obtido por degradagdo de Edman e por
sobreposicdo de peptideos sobrepostos.

1 10
CiL—-2Edman o DGEIMGHNETITGWVS
Cil-2Sequenciamento [JEMETERVEDLCDKDSC
consensus>50 F#IGgeSve#lgikdve

Fonte: Autor. CiL-2Edman (N-terminal de CiL-2 obtido por degrada¢do de Edman); CiL-2Sequenciamento (N-
terminal de CiL-2 obtido por MS/MS.

4.3 Determinacio da estrutura primaria por MS/MS

As digestdes de CiL-2 com as enzimas tripsina, quimotripsina e Asp-N produziram
peptideos de variados tamanhos, destes 14 fragmentos no total foram utilizados para confirmar

a sequéncia da lectina (Tabela 8).



Tabela 8 — Peptideos sequenciados de CiL-2 resultantes das digestoes.
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Peptideo m/z Sequéncia Caloula dz/lassgbserva aa A (Da)
D1 769,34 FQIGTESVEDLGDK 1536,73 1536,66 0,07
D2 880,80 DSCPVDNLTPAESEAR 1759,76 1759,72 0,04
D3 875,93 NVYLPVEFPVAYTAAP 1749,89 1749,80 0,09
D4 678,37 TAAPKDPLSVVEE 1354,69 1354,74 -0,05
D5 529,74 DTHLYTLPV 1057,54 1057,48 0,06
D6 647,78 DVYAAPVAPVA 1293.54 1071.56 -221.98

FELGTESVEDLGDKDSCVPDNLTPAESEAR

Q1 1558,36 NVYLVPEFPVAY 4671,18 4671,24 -0,06
Q2 931,46 TAAPKDPLSVVEEDVEY 1860,89 1861,00 -0,11
Q3 724,84 QNLRAKDVTAEGF 1450,74 1450,78 -0,04
Q4 534,90 DVHVSAWCDTHLY 1601,65 1601,69 0,04
Q5 737,36 TLPVTWLAVPDVY 1272,69 1272,78 0,10
T1 1640,72 FELGTESVEDLGDKDSCPVDNLTPAESEAR 3279,36 3279,47 0,11

T2 940,46 NVYLPVEFPVAYTAAPK 1877,99 1877,92 0,07
T3 761,01 DPLSVVEEDVEYGSEVGTSLR 2279,08 2279,22 -0,15

Fonte: Autor. D: peptideos de Asp-N; Q: peptideos de quimotripsina; T: peptideos de tripsina; m/z: massa/carga;
A: Massa calculada — Massa observada.

A estrutura primaria de CiL-2 foi determinada pela sobreposi¢do dos peptideos

sequenciados por MS/MS oriundos das digestdes em conjunto com a utilizacdo da sequéncia

similar da lectina BPL-3 (GenBank ID:APB89196.1), utilizada como modelo para a construgao

do mapa da estrutura de CiL-2 (Figura 35). A sequéncia de aminoacidos da proteina consiste

em 111 aminodcidos com massa molecular calculada de 12.039 Da, que ¢ 225 Da abaixo da

massa molecular determinada por MALDI-ToF (12.264 Da) por Carneiro et al. (2020). Essa

diferenca pode ser atribuida a presenga de dois ou trés aminodcidos nao identificados no C-

terminal.

Figura 35 — Estrutura primaria de CiL-2.

Fonte: Autor. Letras abaixo da sequéncia em colorido indicam a enzima. T: tripsina. Q: Quimotripsina. D: Asp-N.
Aminoacidos sublinhados em preto indicam o N-terminal. Aminoacidos sublinhados em vermelho indicam
possivel sitio de N-glicosilagdo. Aminoacidos em italico indicam dominio lectinico do Tipo-H.
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O sequenciamento do C-terminal pode ser complicado por se tratar de uma regiao
que pode ser submetida a modificagdes pds-traducionais, como processos de degradagao,
mutacoes e clivagens espontaneas, por exemplo, incidindo em aminoacidos acidos do terminal
C da proteina (WANG et al., 2019). As LOA costumadamente sdo ricas em residuos acidos e
apresentam ponto isoelétrico (pl) baixos, CiL-2 apresenta quase 20% de aminoécidos desse tipo
(acido aspartico e acido glutamico) e baixa composi¢ao de aminoacidos basicos (arginina, lisina
e histidina) (Tabela 9) o que resultou em um pl estimado de 3.97 e um indice de hidropatia de
-0.049, que quanto mais baixo significa mais afinidade por residuos polares, classificando CiL-

2 como uma lectina acida e hidrofilica (MELO et al., 2004; SINGH; WALIA, 2018).

Tabela 9 — Composi¢do de aminoécidos de CiL-2.

Aminoacido % Classificacio Aminoacido % Classificacio
Apolar / alifatico o . -y
Gly 4.50 (hidrofébico) Tyr 4.50  Aromatico (hidrofobico)
Apolar / alifatico ~
Ala 10.81 (hidrofbico) Asn 1.80 Polar, ndo-carregado
Apolar / alifatico ~
Leu 7.21 (hidrofobico) Gln 0.00 Polar, ndo-carregado
Apolar / alifatico Carregado
Val 15.32 (hidrofébico) Asp 9.01 negativamente
Apolar / alifatico Carregado
lle 0.90 (hidrofébico) Glu 9.91 negativamente
Apolar / alifatico Carregado
Pro 9.91 (hidrofobico) Arg 1.80 positivamente
Phe 2.70 Aromatico (hidrofobico) Lys 2.70 ngegado
positivamente
Ser 6.31 Polar, ndo-carregado His 1.80 ngegado
positivamente
Thr 7.21 Polar, nao-carregado Trp 1.80  Aromatico (hidrofobico)
~ Apolar / alifatico
Cys 1.80 Polar, nao-carregado Met 0.00 (hidrofobico)

Fonte: Autor.

O C-terminal truncado ja foi relatado outras vezes em LOA, principalmente de algas
verdes, ¢ sugerido que a lectina BCA possui um precursor que ¢ modificado pods-
traducionalmente para seu truncamento C-terminal, assim como ocorre com ULL e CBA, essa
ultima possui quatro aminoacidos truncados que correspondem a 462 Da massa proporcional
ao numero de residuos sugeridos para os aminoacidos ndo observados em CiL-2 (225 Da)
(ICHIHARA; ARAI; SHIMADA, 2009; PRASEPTIANGGA; HIRAYAMA; HORI, 2012;
SATO et al., 2011a).

A fungdo desses residuos terminais em lectinas pode ser variada, atuando desde o

trafego celular funcionando como sinalizadores de localizagdo, quanto como inibidores
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temporarios da capacidade de ligacdo a carboidratos, por exemplo, quando a lectina se encontra
ainda em um local inapropriado para sua atuagdo, processo que parece estar presente na lectina
BCA (SATO et al., 2011a). Essa regido pode ainda estd envolvida na interacdo de entre
mondmeros para formar um estado oligomérico em CiL-2 (ver a frente).

Assim como uma regido de truncamento, um possivel sitio de N-glicosilagcdo (NXT)
pode ser observado em CiL-2 na posicdo N2!, lectinas sem peptideo sinal geralmente ndo
apresentam esse tipo de sitio, pois proteinas sem peptideos sinalizadores geralmente nao sao
expostas a maquinaria de glicosilacao e, portanto, ndo pode ser glicosilada in vivo, embora
contenham locais potenciais (SUPEKAR et al., 2021). De fato, CiL-2 ndo apresentou contetido
de carboidrato (SILVA, 2013). No entanto, o processamento da proteina madura ao qual CiL.-2
foi submetida para a analise de sua sequéncia ndo permite a conservacgdo de P.S. e naturalmente
nao foi observado. Assim, essas caracteristicas condizem com o geralmente observado em LOA,
de ndo glicoproteinas sem presenca de peptideo sinal, contudo CilL-2 apresenta grandes
possibilidades de possuir um sitio de glicosilacdo funcional que pode ser confirmado por

clonagem e obten¢do de informacdes sobre seu mRNA.

4.4 Dominio conservado

A estrutura primdria, através da ferramenta online SMART, ndo apresentou
dominios internos repetidos, no entanto, uma arquitetura de dominio Tipo-H lectina, foi
localizada entre as posi¢des L** e V*°, com E-value de 1,00e!!. O valor de E-value é um
parametro estatistico de confianga do alinhamento que quanto mais proximo de zero mais
confiavel sera o alinhamento (LETUNIC; KHEDKAR; BORK, 2021). Em 2006, a superfamilia
de lectinas com afinidade por GalNAc e oligossacarideos com residuos de galactose,
denominada de Tipo-H, foi proposta ao se estudar aspectos estruturais da lectina HPA de Helix
pomatia e sua homologia com outras lectinas, como as Discoidins (SANCHEZ et al., 2006).

CiL-2 apresentou 39% de identidade e 63% de similaridade com a lectina BPL-3
da alga marina B. plumosa (GenBank ID:APB89196.1); 38,2% de identidade e 53% de
similaridade com uma proteina contendo o dominio lectina Tipo-H da bactéria marinha
Planktomarina temperata (GenBank ID:MDA8892013.1) e 38% de identidade e 59% de
similaridade com a proteina hipotética L211DRAFT do fungo Terfezia boudieri (GenBank
ID:RPB27317.1) (Figura 36).

A lectina também apresentou similaridade a outras proteinas de algas, como as

proteinas hipotéticas de Bryopsis sp. BSKO 05702 (GenBank ID:GMH37829.1) com 36% de
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identidade e 57% de similaridade e a BSKO 05692 (GenBank ID:GMH37819.1) com 35% de
identidade e 57% de similaridade, além da lectina BPL-4 com 30% de identidade (Figura 37).

Como sugerido pela presenca do dominio, CiL-2 também apresenta similaridade
com as principais lectinas da superfamilia do Tipo-H (que apresentam estrutura tridimensional
determinada): HPA de Helix pomatia (PDB ID:2CE6_A) com 20% de identidade; HAA de
Cornu (Helix) aspersum (PDB 1D:4Q56 A) com 20% de identidade; SLL-2 de Sinularia
lochmodes (PDB ID:3WMP_A) com 19% de identidade; Discoidin 1 (Disc I) e II (Disc II) de
Dictyostelium discoideum (PDB ID:2W94 A) com 20% de identidade e (GenBank
ID:XP 629549.1) com 17% de identidade, respectivamente (Figura 38).

Figura 36 — Alinhamento de CiL-2 com proteinas similares.
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Fonte: Autor. CiL-2 (Codium isthmocladum lectin); BPL-3 (Bryopsis plumosa lectin); DomTipoH_P.tempera
(Proteina contendo dominio tipo lectina H de Planktomarina temperata); L211DRAFT (Proteina hipotética de
Terfezia boudieri). Ponto na sequéncia ¢ indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia
marcam a cada dez aminoacidos.



Figura 37 — Alinhamento de CiL-2 com proteinas similares de algas.
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Fonte: Autor. CiL-2 (Codium isthmocladum lectin); BPL-3 (Bryopsis plumosa lectin-3); BSKO 05702 (Proteina
hipotética de Bryopsis sp.); BSKO 05692 (05702 (Proteina hipotética de Bryopsis sp.); BPL-4 (Bryopsis plumosa
lectin-4). Ponto na sequéncia ¢ indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a
cada dez aminodcidos.

Figura 38 — Alinhamento de CiL-2 com lectinas do Tipo-H.
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Fonte: Autor. CiL-2 (Codium isthmocladum lectin); HPA (helix pomatia agglutinin); HAA (Cornu (Helix)
aspersum agglutinin); DISC-I (Discoidin 1); DISC-II (Discoidin 11); SLL-2 (Sinularia lochmodes lectin). Ponto na
sequéncia ¢ indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.
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E interessante notar que as proteinas que apresentam maior identidade com CiL-2
individualmente, quando alinhadas em conjunto (Figura 36), apresentam menor identidade do
que o alinhamento com as proteinas de algas (Figura 37), o que sugere que esse possivel grupo
de lectinas pode apresentar caracteristicas proprias quando oriundas de algas.

No entanto, CiL-2 ndo apresentou similaridade com CiL-1, outra lectina obtida de
C. isthmocladum, essa caracteristica ja foi observada em LOA, como no proprio caso da lectina
BPL-3 similar a CiL-2, que ndo compartilha similaridade com Bryohealin, outra proteina da
alga B. plumosa (CARNEIRO et al., 2020; HAN et al., 2010; YOON et al., 2008). CiL-1
apresenta especificidade distinta de CiL-2 o que pode significar que essas lectinas possuem
funcdes diferentes na alga, o que justificaria a auséncia de similaridade em suas sequéncias de
aminodcidos.

A assinatura de dominio altamente conservada nas lectinas do tipo-H: D>, N/Q®!,
R®, W3 e Y® foi observada em CiL-2 com pequenas modificacdes (PIETRZYK-
BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020). Os aminoacidos D3, W® e Y* sdo conservados em CiL-2
como D*®, W8 e Y j4 os residuos N/Q! e R® sdo substituidos por E®* e G (Figura 39). Todos
esses aminodacidos fazem parte do sitio de ligacao a carboidratos das principais lectinas do tipo-
H (HPA, HAA, SLL-2, Disc I e II), com acréscimo de mais um residuo variavel (H** em HPA,
H% em HAA, Y7 em SLL-2, N?*¢ em Disc I) que corresponde a um residuo de cisteina na
posicao 85, envolvido na formacdo de uma ponte dissulfeto intracadeia (ver a frente), na

sequéncia de CiL-2.

Figura 39 — Alinhamento do dominio de CiL-2 com outras lectinas do Tipo-H.
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Fonte: Autor. CiL-2 (Codium isthmocladum lectin), HPA (helix pomatia agglutinin); HAA (Cornu (Helix)
aspersum agglutinin); DISC-1 (Discoidin 1); DISC-II (Discoidin 11); SLL-2 (Sinularia lochmodes lectin). Ponto na
sequéncia ¢ indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.
Caixas em vermelho indicam a sequéncia assinatura de dominio conservado nas lectinas do Tipo-H. Caixa em
amarelo indica aminoacidos de uma alca alongada que fazem parte da assinatura de dominio das lectinas de
caramujos. Seta indica residuo variavel que faz parte do sitio de ligacdo conservado.

Ainda em relacdo DRC dessas lectinas, a estrutura tridimensional elucidada de HPA
e HAA mostrou a existéncia de uma al¢a alongada que conecta estruturas de P fita, esta alca

apresenta trés aminoacidos G?*, R?*, D?® que também estio envolvidos no contato com
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carboidratos (GalNAc) (SANCHEZ et al., 2006). No entanto, acreditava-se que essa conexao
estendida era quase que exclusiva das proteinas do Tipo-H isoladas de caramujos, como HPA,
HAA, proteina CHAII de Cepaea hortensis (Chall) e a proteina ndo caracterizada de Arion
vulgaris (Avup) (PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020). Contudo, essa alga também foi
observada em CiL-2 (ver a frente) e os residuos correspondentes eram A%, E?° e S?7 (Figura
39). Vale ressaltar que esses aminoacidos estdo fora do dominio Tipo-H previsto para a lectina
(L e V).

Outros aminoacidos altamente conservados nessas lectinas sdo F37, P¥, V¥ G75,
F7® e W (em HPA) que correspondem em CiL-2 com alta identidade a F>8, P*, D* G, F"" ¢
W, Assim, CiL-2 conserva 8 residuos em sua sequéncia dos 11 amino4cidos mais conservados
encontrados nas estruturas primarias das lectinas do Tipo H, sendo trés deles pertencentes ao

principal sitio de ligag@o a carboidrato dessas lectinas (Figura 40).

Figura 40 — Regides conservadas de CiL-2 e outras lectinas do Tipo-H.
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Fonte: Autor. CiL-2 (Codium isthmocladum lectin); HPA (helix pomatia agglutinin); HAA (Cornu (Helix)
aspersum agglutinin); DISC-1 (Discoidin 1); DISC-II (Discoidin 11); SLL-2 (Sinularia lochmodes lectin). Ponto na
sequéncia ¢ indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos.
Caixas em vermelho indicam residuos conservados entre CiL-2 ¢ outras lectinas do Tipo-H.

Com relagao a conservagdo dos aminodcidos observados na principal assinatura de
dominio (D>, N/QS!, R®, W8 e Y3?) entre CiL-2 e outras proteinas de algas, foi observado que
as demais LOA apresentam conservacdo completa da assinatura de dominio, no mesmo
posicionamento de CiL-2 (um residuo a frente em relagdo a HPA), com exce¢do da lectina BPL-
4 que apenas substitui D3, N/Q% e Y® por A%, D% ¢ N*° (Figura 41) (HAN et al., 2012b). No
entanto, o aminodcido variavel que participa do sitio de contato a carboidrato (H3* em HPA) ¢

fortemente conservado nas lectinas de algas como C® (Figura 41).
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Figura 41 — Alinhamento do dominio Tipo-H em proteinas de algas.
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Fonte: Autor. CiL-2 (Codium isthmocladum lectin); BPL-3 (Bryopsis plumosa lectin-3); BSKO 05702 (Proteina
hipotética de Bryopsis sp.); BSKO 05692 (05702 (Proteina hipotética de Bryopsis sp.); BPL-4 (Bryopsis plumosa
lectin-4). Ponto na sequéncia ¢ indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a
cada dez aminoacidos. Caixas em vermelho indicam a sequéncia assinatura de dominio conservado nas lectinas
do Tipo-H.
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Apenas CiL-2 substitui R®*, pelo aminoacido G%, enquanto o local N/Q°! ¢
modificado também por BPL-4, em E® e D%, respectivamente (Figura 41). HAN e
colaboradores (2011) previram essa mesma assinatura como sitio de reconhecimento de
carboidratos da BPL-3 com a presenca de A** e T?® vinculados a alca alongada observada nas
lectinas de caramujos e em CiL-2 (ver a frente). Para BPL-4, o mesmo sitio ¢ reportado, no
entanto, os aminodcidos nas posi¢des 24 a 26 nio foram previstos no envolvimento com
acucares (HAN et al., 2012b).

Dessa forma, pode-se dizer que a assinatura mais conservada das lectinas do Tipo-
H relacionada ao contato com o ligante também ¢ fortemente preservada nas lectinas desse
grupo que possuem origem algal, com o acréscimo do C%°, sendo para as LOA: D¢, N®2, R/G®,
W3 C¥ e Y/N? (Figura 41).

Ha outros aminoacidos que parecem ser conservados em lectinas do Tipo-H de
algas, incluindo regides extensas como '"LGD'?, ' SCPV!? ¢ "EGFD®, onde apenas o residuo
D" é trocado por N’® em BPL-4 (Figura 42). Outros residuos isolados como G* R, F38 P4,
T, T¥, V** e Y'® também sdo conservados entre essas lectinas, além do dipeptideo 3*WC®
que faz parte da assinatura de dominio altamente conservada nesse grupo, sendo esses os unicos
aminodacidos observados em todas as sequéncias de lectinas de algas analisadas.

Existem ainda alguns aminodcidos com alta conservacao entre as lectinas de algas
que sofrem pequenas modifica¢des em algumas sequéncias dessas proteinas, por exemplo, V?
que ¢é alterada para I em BSKO 05692, P>° que aparece como S*° na sequéncia de BPL-3 ou
L>%e D*® que sdo substituidos por uma alanina nas duas posi¢des em BPL-4. Essas modificagdes
também aparecem relacionadas a CiL-2 com modificagdes observadas apenas em sua estrutura,
como V¢ N?! V32 ou H®® (Figura 42).

O padrio '"Cys-Cys® que provavelmente corresponde a formacgdo de uma ponte

dissulfeto intracadeia em CiL-2 ¢ conservado em outras proteinas algais (Figura 42).
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Figura 42 — Residuos conservados em proteinas relacionadas ao Tipo-H de algas.
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Fonte: Autor. CiL-2 (Codium isthmocladum lectin); BPL-3 (Bryopsis plumosa lectin-3); BSKO 05702 (Proteina
hipotética de Bryopsis sp.); BSKO 05692 (05702 (Proteina hipotética de Bryopsis sp.); BPL-4 (Bryopsis plumosa
lectin-4). Ponto na sequéncia ¢ indicativo de intervalo de alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a
cada dez aminoacidos. Caixas em vermelho indicam residuos conservados entre as sequéncias. Setas indicam

residuos conservados trocados somente em CiL-2.

Em relagdo a lectinas relacionadas ao tipo-H de algas e de invertebrados em
conjunto (Figura 43) pode-se observar uma alta conservacao de pelo menos quatro aminoacidos
da assinatura de dominio: D¢, R%, W e Y*° (posi¢do em CiL-2), no qual, apenas o triptofano
¢ constante em todas as sequéncias, o que faz sentido pois o mesmo possui propriedades fisico-
quimicas importantes de ancoragem e estabilizacdo em sitios de ligagdo, que podem estar
relacionados a sua grande area hidrofobica ou efeitos eletrostaticos (KHEMAISSA; SAGAN;
WALRANT, 2021).

A arginina na posi¢do 64 aparece em todas as sequéncias, sendo substituida apenas
em CiL-2 por uma glicina, o mesmo ocorre com o acido aspartico da posi¢ao 56, no caso apenas
trocado na estrutura de BPL-4 por uma alanina (Figura 43). Outro aminoacido conservado que
é modificado na sequéncia de BPL-4 é o Y*° que aparece como um N°, no entanto, esse residuo
também parece ser modificado na sequéncia de invertebrados, como na sequéncia de SLL-2

que possui um W nessa posicao.
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Figura 43 — Alinhamento do dominio conservado de lectinas do Tipo-H de invertebrados e algas.
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Fonte: Autor. CiL-2 (Codium isthmocladum lectin); BPL-3 (Bryopsis plumosa lectin-3); BSKO 05702 (Proteina
hipotética de Bryopsis sp.); BSKO 05692 (05702 (Proteina hipotética de Bryopsis sp.); BPL-4 (Bryopsis plumosa
lectin-4); DISC-I (Discoidin 1); DISC-II (Discoidin 11); HPA (helix pomatia agglutinin); HAA (Cornu (Helix)
aspersum agglutinin); SLL-2 (Sinularia lochmodes lectin). Ponto na sequéncia ¢ indicativo de intervalo de
alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos. Caixas em vermelho indicam a
sequéncia assinatura de dominio conservado nas lectinas do Tipo-H.

O residuo na posi¢do 85 parece apresentar a caracteristica de variabilidade apenas
nas lectinas de invertebrados, permanecendo conservado a cisteina nessa posi¢ao como relatado
anteriormente nas lectinas de algas. Os residuos de cisteinas podem formar pontes dissulfeto,
ligagdes fortes que podem conferir maior estabilidade para a estrutura, a conservagdo desse
aminoacido na regido correspondente ao sitio de contato com agucares pode significar uma
necessidade de uma maior sustentacdo nessa regido ou termoestabilidade em lectinas algais
(ZHANG et al., 2023).

De fato, esse residuo perece estar envolvido na sustentacdo da algca alongada
presente na estrutura tridimensional dessas lectinas de algas (ver a frente). Ou seja, sua presenca
pode estar relacionada com a sustentagdo de uma area mais extensa de contato com o ligante,
ao invés, de ser um resido de contato do dominio. Vale lembrar que as lectinas do Tipo-H, além
da forma livre, reconhecem especificamente glicanos que possuem GalNAc ou galactose e tanto
CiL-2 como BPL-3 sdo inibidas por O-glicoproteinas mucina e fetuina, respectivamente
(CARNEIRO et al., 2020; HAN et al., 2011; PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020).

Além dos residuos conservados que fazem parte do principal sitio de ligagdo das
lectinas do Tipo-H, existem outros aminodcidos que apresentam alta preservacdo entre
sequéncias de algas e invertebrados, sdo os casos de R, F3¥ P Vv*e GF”” (Figura 44).
Destes, apenas a valina da posicao 48 ¢ conservada em todas as outras lectinas e substituida por
um 4cido aspartico em CiL-2, ja o residuo R*® é modificado em T>° em SLL-2 (JIMBO et al.,
2005).

As regides 'LGD" e ' SCPV!" que sdo bem conservadas nas lectinas de algas do

grupo parecem nao ser preservada na estrutura de outros organismos. Essas regioes podem estar
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relacionadas a sitios de contatos (ver a frente) proprios das LOA vinculadas ao grupo H para

funcdes bioldgicas necessarias nas algas.

Figura 44 — Alinhamento de lectinas do Tipo-H de invertebrados e algas.
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Fonte: Autor. CiL-2 (Codium isthmocladum lectin); BPL-3 (Bryopsis plumosa lectin-3); BSKO 05702 (Proteina
hipotética de Bryopsis sp.); BSKO 05692 (05702 (Proteina hipotética de Bryopsis sp.); BPL-4 (Bryopsis plumosa
lectin-4); DISC-1 (Discoidin 1); DISC-11 (Discoidin 11); HPA (helix pomatia agglutinin); HAA (Cornu (Helix)
aspersum agglutinin); SLL-2 (Sinularia lochmodes lectin). Ponto na sequéncia ¢ indicativo de intervalo de
alinhamento. Os pontos acima da sequéncia marcam a cada dez aminoacidos. Caixas em vermelho indicam
residuos conservados entre as sequéncias. Setas indicam regides fortemente conservadas em sequéncias de algas.

O padrio "Cys-Cys®*® também nio ¢ observado em outras lectinas do grupo H além
das de algas, apesar de HPA e HAA apresentarem a ligacdo na conformagio *Cys-Cys® e SLL-
2 apresentar duas pontes em !"Cys-Cys?? e 3Cys-Cys”, ja as Disc I e II niio possuem cisteinas.
Do mesmo modo, o local de glicosilagio niio é conservado nas sequéncias aparecendo em N3
e N nas lectinas de caramujos e na posi¢do 60 em SLL-2 (Figura 44) (JIMBO et al., 2005;
PIETRZYK et al., 2015; SANCHEZ et al., 2006). Essas trés lectinas sdo consideradas
glicoproteinas, o que novamente intensifica a possibilidade do possivel sitio de glicosilagcao em
CiL-2 ser funcional e essa ser uma caracteristica comum entre esses proteina. A Disc. II ndo
apresenta esse tipo de modificagdo pos-traducional, mas possui uma fosforizagdo no residuo
His®, contudo essa regifio nio corresponde ao dominio tipo lectina e sim ao dominio discoidin
(ARAGAO et al., 2008).
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Como esperado, pela previsio do dominio, CilL-2 conserva caracteristicas
relacionadas ao grupo das lectinas Tipo-H em sua estrutura primaria, como 60% dos residuos
do principal sitio de ligacdo a carboidrato dessa familia. Esse valor sobe para 67% se
considerarmos os membros oriundos de algas, pois esse conjunto parece apresentar conservagao
de uma cisteina no local de contato com agucares, residuo esse que varia nas demais lectinas
do Tipo-H.

A determinagdo da estrutura primaria também pode ser utilizada para tragar um
paralelo evolutivo entre organismos, apesar da presenca de lectinas semelhantes nao ser
necessariamente uma caracteristica evolutiva elas podem trazer informagdes a esse respeito
(STUKSTAITE; IMBERTY; ROMER, 2021). Uma 4rvore filogenética foi gerada pelo programa
MEGA.11 (https://www.megasoftware.net/) de andlise de evolucdo genética da relacdo entre
CiL-2 e as proteinas de algas similares e lectinas do tipo-H (Figura 45). Essa investigacao
mostrou que as lectinas e proteinas de algas relacionas a HPA parecem apresentar uma boa

aproximacao evolutiva.

Figura 45 — Arvore filogenética de CiL-2 e proteinas relacionadas a lectinas do Tipo-H.
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Fonte: Autor. Gerado por MEGA 11. CBA — Outgroup (Grupo externo).

CiL-2 permaneceu sozinha em uma das ramificagdes da arvore filogenética o que
pode estar atrelado a ela ser a unica dessas proteinas de algas relacionadas ao tipo-H que
pertence ao género Codium. Além disso, todas essas moléculas de origem algal dessa familia
ficaram em um brago distinto das lectinas de invertebrados, onde as mais distantes foram as
lectinas de caramujos, que sdo 0s organismos terrestres mais complexos e mais distante ainda

os ameboides (DANILOVA; FOTINA; DANILOVA, 2022). De fato, essas LOA do género
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Codium e Bryopsis parecem pertencer a familia das lectinas do Tipo-H, e sua associacdo com
os outros membros pode ter a ver com uma evolu¢do convergente entre esses individuos nao

relacionados, como a necessidade de processos bioldgicos semelhantes que envolvem o mesmo

padrio de reconhecimento de glicocodigos (SIUKSTAITE; IMBERTY; ROMER, 2021).

4.5 Modelagem molecular

A determinagdo da estrutura primadria da lectina CiL-2 alinhada as informacodes de
estruturas tridimensionais de outros membros da familia de lectinas do Tipo-H, ao qual a lectina
demonstra ter intima relagdo, ¢ ainda mais os avangos de ferramentas de bioinformatica
estrutural de moléculas permitiram a predicao de um modelo tridimensional confidvel para a
lectina de C. isthmocladum (AGNIHOTRY et al., 2022).

Primeiramente, a sequéncia de aminodacidos foi utilizada como entrada para busca
de modelos adequados utilizando ferramentas como PSI-BLAST (YAO et al., 2019). Os
resultados demonstraram similaridade com as lectinas do grupo H, essa informagdo foi
importante para o direcionamento da utilizacao de estruturas determinadas dessa familia por
programas e servidores online de modelamento e para comparagao.

Vinte e uma estruturas diferentes foram obtidas: Modeller (5 modelos), GalaxyWeb
(5 modelos), SWISS-MODEL (1 modelo), I-TASSER (5 modelos), AlphaFold2 (5 modelos), o
melhor modelo de cada ferramenta, determinado pelos pardmetros proprios de cada software,
foram refinadas pelo servidor online GalaxyRefine e posteriormente foram analisadas
estereoquimicamente por servidores de validagdo MolProbity e PROCHECK. A estrutura mais
adequada foi produzida por AlphaFold2, que utiliza aprendizado de mdaquina e busca
informagdes em todo banco de dados e ndo somente do template tridimensional mais similar
para gerar a modelagem, o modelo apresentou 100% de residuos de aminoacidos dispostos em
regioes permitidas (96,33% nas regides favorecidas) do grafico Ramachandran (Figura 46)
(MARX, 2022).

A maioria dos aminodcidos est4 na regido mais favorecida do grafico, alguns pouco
estdo na regido apenas permitida e apenas um residuo estd em uma regido generosamente
permitida sendo este a cisteina da posicdo 85 (Figura 47). Curiosamente, o residuo
correspondente (H®*) na estrutura do modelo determinado de HPA também estd na mesma
regido em seu grafico de avaliagdo (Figura 48). O que significa concordancia com uma das
estruturas base utilizadas para o modelamento, como visto anteriormente, esse residuo apesar

de ser variavel nas lectinas pertencentes a familia, faz parte do sitio mais conservado do grupo
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e ¢ invariavelmente preservado nas lectinas algais relacionadas a CiL-2 (PIETRZYK-

BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020).

Figura 46 — Grafico de Ramachandran para o modelo estrutural de CiL-2.
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Fonte: Autor. Gerado por MolProbyte. Regides delimitadas por azul claro sdo as mais favorecidas, as regides
delimitadas por cor azul escuro sdo permitidas e a branca ¢ a regido ndo permitida.

Figura 47 — Distribui¢do dos aminoacidos no grafico de Ramachandran do modelo de CiL-2.
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Regides: 4 Mais favorecida ® Permitida B Generosamente permitida B Nao permitida

Fonte: Autor. Gerado por Procheck.

O modelo apresenta uma estrutura geral formada por seis B-fitas dispostas em duas
B-folhas antiparalelas que formam uma estrutura de um B-sanduiche, as fitas § sdo conectadas
por algas de diferentes tamanhos, com uma das algas que ligam as folhas B possuindo uma
estrutura mais alongada, o modelo ainda apresenta dois locais de a-hélice, um na alca estendida

e outro na regido do C-terminal da sequéncia (Figura 49).



107

Figura 48 — Graficos de Ramachandran para o modelo estrutural de CiL-2 e para estrutura

determinada de HPA.
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Fonte: Autor. Gerado por Prochck. A — Grafico de Ramachandran do modelo estrutural de CiL-2; B — Grafico de
Ramachandran da estrutura tridimensional de HPA. Regides na cor vermelha sdo as mais favorecidas, as regioes
na cor amarela sdo permitidas e a branca ¢ a regido ndo permitida.

CiL-2 apresentou score de 90.2 com E-value de 3e™° da pontuacio de alinhamento
estrutural com a estrutura da HPA em complexo com zinco e GalNAc (PDB ID:2ccv), pela
analise de 3D-BLAST usando SASM (Structural Alphabet Substitution Matrix), matrizes de
substituicdo empregado em métodos de alinhamento proteico (YANG; TUNG, 2006). Esse
valor corresponde a 48,5% de identidade entre as estruturas, com um RMSD (Root Mean
Square Deviation) de 1.274 A e 0% de gaps no alinhamento tridimensional.

Além disso, o modelo foi alinhado estruturalmente com a lectina HPA sem ligantes
(PDB ID:2ce6) e com a estrutura predita da lectina BPL-3 (UniProt ID: AOA1JOCRG2) através
do servidor web RaptorX, apresentando RMSD de 1.84 A entre os 4tomos da cadeia principal
de CiL-2 com HPA e um RMSD de 2.00 A com BPL-3 demonstrando neste caso um menor
grau de conservagdo estrutural apesar da maior similaridade de sequéncia (Figura 50).

Quando as trés estruturas foram alinhadas apresentaram um valor de RMSD de 1.85
A (Figura 50-C). O valor RMSD analisa a similaridade estrutural e varia¢des conformacionais,
variando de 0 a 30 A, quanto menor o valor maior a similaridade (LEAO et al., 2020; YANG;
ZANG, 2015).
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Figura 49 — Estrutura geral de CiL-2.
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Fonte: Autor. A— Estrutura de CiL-2 em cartoon roxo claro coberta por superficie branca com 80% de transparente;
B — Sitio de ligag@o ao carboidrato conservado das lectinas do Tipo-H presente em CiL-2. A estrutura da proteina
¢ representada como cartoon branco com 50% de transparéncia, com residuos do sitio de ligagdo apresentados
como bastdes cinza.

A sobreposicdo das estruturas permite a melhor visualizacdo da conservagao
estrutural entre os modelos de CiL-2 e BPL-3 com a estrutura tridimensional determinada de
HPA. E possivel observar que existe uma clara conservagio geral das estruturas e uma
sobreposi¢ao sem gaps (Figura 50-C). Contudo, entre as estruturas de CiL-2 e HPA ¢ possivel
notar uma conformacdo diferenciada na regido correspondente a alga alongada que liga as
folhas . Além da presenga de uma estrutura a-hélice maior em CiL-2 do que a que aparece em
HPA, ¢ possivel notar um afastamento vertical da alga em relagdo a HPA. A visdo superior

permite ainda uma melhor visualiza¢do dessa diferenca entre as estruturas (Figura 50-A).
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Figura 50 — Sobreposicao da estrutura de CiL-2 com as lectinas HPA e BPL-3.

Fonte: Autor. A — Sobreposicdo da estrutura de CiL-2 em cartoon e bastdes verdes com HPA em cartoon e bastdes
magenta, visdes frontais e superior. B — Sobreposicao da estrutura de CiL-2 em cartoon e bastdes verdes com BPL-
3 em cartoon e bastdes laranja, visdes frontais e superior. C — Sobreposi¢do da estrutura de CiL-2 em cartoon ¢
bastdes verdes com HPA em cartoon e bastdes magenta e com BPL-3 em cartoon e bastdes laranja, visdes frontais
e superior.
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Essa modificacdo local ¢ bem menos observada entre o modelo de CiL-2 e BPL-3,
onde a conformagdo da alca estendida ¢ bem mais similar, apesar da similaridade da
conformacdo geral das estruturas ser menor do que a de CiL-2 com a HPA (2.00>1.84A) (Figura
50-B). Essa regido ndo ¢ conservada nas lectinas do grupo H, sendo observada quase que
unicamente nas de origem de caramujos, nelas essa ligacao alongada tem participagdo no sitio
de contato com carboidratos pelos aminoacidos G**, R%, D? (em HPA), esses aminoacidos ndo
sao conservados em CiL-2 ou BPL-3, nessas lectinas algais uma estrutura de a-hélice mais
prolongada que a presente em HPA estd na regido dos trés aminoécidos.

Como discutido, um dos residuos que faz parte do sitio de contato a carboidratos
das lectinas do Tipo-H (H3%) ¢ substituido por uma C% nas lectinas de algas, essa cisteina se
envolve na formagao de uma ponte dissulfeto que pode ser observada no modelo tridimensional
(Figura 51). Essa ligacdo covalente parece ter envolvimento direto na conformacdo da alga
alongada, ajudando na sustentacdo de sua orientagdo mais vertical do que a observada em HPA
(Figura 51-A). Na lectina de H. pomatia, a liga¢do interna entre as cisteinas esta localizada em
uma regido completamente distinta, sem nenhum envolvimento direto com qualquer alca de
conexao das folhas-f (Figura 51-B).

Essa observacao ajuda a entender e dar suporte ao modelo proposto, ja que a regido
significativamente diferenciada entre CiL-2 e o principal template utilizado para sua geragao ¢
baseado em uma ligacdo forte capaz de proporcionar essa modificagdo, ¢ bom lembrar que
proteinas sdo moléculas flexiveis, principalmente em locais de conexado/loop, assim a presenga
dessa ligacdo nesse local favorece a sua existéncia in vivo (YAN et al., 2021). Essa regido,
também ¢ o alvo do principal ligante dessa familia de lectinas, o que pode significar uma das
chaves para entender diferencas de especificidade, como a derivados de GalNAc e galactose ou
glicanos e glicoproteinas (mucina em CiL-2), entre as lectinas de algas e de invertebrados do

Tipo-H.
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Figura 51 — Localizacdo das pontes dissulfeto nas estruturas de CiL-2 e HPA.
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Fonte: Autor. A — Localizacdo da ponte dissulfeto na estrutura de CiL-2, lectina em cartoon magenta, residuos de
cisteina em bastdes laranjas; B — Localizagdo da ponte dissulfeto na estrutura de HPA, lectina em cartoon magenta,
residuos de cisteina em bastdes laranjas.

De maneira geral, a estrutura tridimensional prevista para CiL-2 concorda com a
arquitetura geral das lectinas Tipo-H, apresentando uma topologia muito similar (Figura 52),
contendo as seis fitas que formam as duas folhas B que promovem a dobra em B-sanduiche,
também demonstrou possuir um prolongamento em uma de suas algas de conexao das B-folhas
que estd presente nas lectinas de caramujo e parece ser uma caracteristica observada nas LOA

que pertencem a essa familia (PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020).
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Figura 52 — Diagrama de topologia das estruturas de CiL-2, HPA e SLL-2.
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Fonte: Autor. A— Diagrama de topologia de CiL-2; B — Diagrama de topologia de HPA; C — Diagrama de topologia
de SLL-2. Setas brancas indicam fitas-f. Cilindros pretos indicam a-hélices. Linhas indicam al¢as. Numeracdes
indicam a posi¢do de aminodcidos na sequéncia. N indica N-terminal da sequéncia. C indica C-terminal da
sequéncia. Os comprimentos das algas ndo sdo proporcionais ao niumero de residuos de aminoacidos nesses
elementos.

E possivel observar no diagrama de topologia a conformagao espacial das estruturas
secundarias e suas similaridades entre as estruturas das lectinas HPA e SLL-2 com CiL-2. As
seis fitas-p que formam duas folhas-B antiparalelas sdo facilmente perceptiveis em todas as
estruturas. A primeira fita-f (B1) se conecta com a segunda (2) pela alca alongada tanto em
CiL-2, quanto em HPA (Figura 52-A e B). O comprimento da 1 ¢ um pouco maior na lectina
algal (’E-D'3) em comparagio a HPA ('R-C”), ambas seguem para uma porcio de estrutura em
a-hélice que ja faz parte da conexdo extensa que existe nessas proteinas e ¢ ausente em SLL-2
(Figura 52-C). Assim como B1, a a-hélice em CiL-2 é mais alongada (**P-R*’) do que HPA
('D-W'), no entanto, talvez como uma compensagio estrutural na lectina de Helix existe uma
nova estrutura B (1°A-V'®), por¢do similar a que sera observada em CiL-2 estendendo a terceira
fita-p (B3) (°°D-E*®).

A alca alongada em si (1*K-R3%) em CiL-2 e (°G-N?7) em HPA tem basicamente a
mesma extensao, 17 e 18 residuos, respectivamente. Evidentemente ndo ¢ observada nos outros
membros da familia, por exemplo em SLL-2, que apresenta 6 residuos nesta regido (*W-D??)
(Figura 52-C) (JIMBO et al., 2005).

A fita B2 ¢ bem consistente em tamanho entre as trés lectinas variando de 8 a 10
residuos, e a fita B3 varia apenas em CiL-2, apresentando a regido B (**D-E>®) anteriormente
mencionada, separada por uma pequena estrutura de loop (Figura 52-A). A quarta fita-p (f4),
assim como a 2 tem pouca variagdo (7 e 8 residuos) em CiL-2 e HPA, sendo um pouco menor

em SLL-2 (4 residuos). Ja a quinta fita-f3 (B5), tem pouca variabilidade entre as trés lectinas (9-
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10 residuos).

A ultima fita-B (B6) ¢ a mais longa de todas com 12-13 residuos (12 em CiL-2), ela
se encontra no centro da primeira folha-f (B1-B3-6) e parece ser o pilar estrutural dessa folha
e da estrutura B-sanduiche. A fita B5 ocupa o local central da segunda folha-f (B2-B4-B5) e como
visto € a outra estrutura f que menos difere entre as trés estruturas.

O modelo tridimensional ainda pode fornecer informagdes que relacionam a
estrutura primdria com a secundaria e assim servir para discutir a localizagdo das pontes
dissulfeto nas lectinas, e principalmente que estruturas elas estao ligando (Figura 53). Em CiL-
2 a C'7 (localizada na al¢a longa) conecta o local de al¢a entre B1-B2 ao local de alca entre P5-
B6, em HPA a C° conecta a fita B1 com B5 em C%, e ainda apresenta C*? na regifio de loop entre
2-B3 envolvida na oligomerizagdo (ver a frente).

Em SLL-2 o C!” forma uma ponte dissulfeto com C?* ambas estdo na al¢a entre B1-
B2 e C3-C? conectam as fitas P1-B6. Essa andlise demonstra que tanto a presenca, como a
funcdo estrutural principal desses residuos de cisteinas seguem nao sendo uma caracteristica
conservada da familia das lectinas do Tipo-H com esses novos membros de origem algal.

Assim como outras lectinas do Tipo-H, o servidor GalaxyWeb previu o modelo
tridimensional de CiL-2 com um padrao oligomérico de um trimero, observado em todas as
lectinas da familia, € também um arranjo em forma de hexadmero observado em lectinas como
HPA, HAA e SLL-2 (Figura 54). Esses arranjos estdo de acordo com resultados de massa
molecular estimados em gel de SPS-PAGE referente ao trimero e em condi¢des nativas

referente ao hexamero (CARNEIRO et al., 2020).
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Figura 53 — Estruturas secundarias alinhadas com sequéncias de aminoécidos de CiL-2, HPA e

SLL-2.
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Fonte: Autor. A — Estrutura secundaria de CiL-2 alinhada a sua sequéncia de aminoéacidos. B — Estrutura secundaria
de HPA alinhada a sua sequéncia de aminoacidos. C — Estrutura secundaria de SLL-2 alinhada a sua sequéncia de
aminoacidos. Setas indicam fitas-B. Espirais indicam a-hélices. Linhas indicam al¢as. Numeragdes indicam a

posi¢do de aminoacidos na sequéncia. Conexdo amarela acima da estrutura indicam pontes dissulfeto. Grampos
indicam B-hairpin. Pontos acima da sequéncia indicam contatos com ligantes. A, B e C indicam folhas-f.
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Figura 54 — Predi¢ao do padrao oligomérico de CiL.-2.
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Figura: Autor. A — Padro de trimeros de CiL-2. A proteina é representada em cartoon ciano, azul e verde por
mondmero; B — Padrao hexamérico de CiL-2. A proteina ¢ representada em cartoon ciano, azul, verde, magenta,
rasa ¢ roxo; C — Alinhamento da estrutura de CiL-2 com HPA, representadas como fitas ciano e roxa,
respectivamente.

Entendendo que a lectina pode obter a conformacdo de um hexamero tipico da
familia H ¢ interessante estudar as possiveis interagdes que formam o contato proteina-proteina
entre as cadeias afim de entender qual a configuracdo oligomérica mais abundante que a
proteina possui na natureza. Esse conhecimento € importante, por exemplo, porque a forma de
trimero dessas lectinas assumem a arquitetura de um B-trevo, que ¢ uma dobra comum na
natureza, capaz de aumentar caracteristicas como simetria € numero de dominios, além de se
associarem a outros dominios como nas Discoidins (NOTOVA et al., 2022). Como ja
evidenciado, as LOA geralmente se apresentam como mondmeros, que potencializa a

compactac¢do e tamanho reduzido, no entanto, todas essas conformagdes oligoméricas foram
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observadas em CilL-2, nas analises de massas.

Isso pode significar que a molécula pode assumir trés configuragdes principais de
oligomerizagdo (mondmero, trimero e hexamero) e pode ser investigada em prol de se
determinar qual seu estado natural predominante. CiL-2 parece ter pontes de hidrogénio
envolvidas em todos os contatos que formam os trimeros, além de uma grande interface de

contato (Figura 55).

Figura 55 — Diagrama quimico de intera¢des entre cadeias do padrao hexamérico de CiL-2.

.

Fonte: Autor. Gerado por PDBsum. A — Circulos indicam cadeias e interagdo sdo unidas por linhas coloridas.
Linhas azuis indicam liga¢des de hidrogénio. Linhas laranjas indicam intera¢des ndo-ligantes. A area de cada
circulo é proporcional a area superficial da cadeia proteica correspondente. A extensdo da regido de interface em
cada cadeia ¢ representada por uma cunha colorida cuja cor corresponde a cor da outra cadeia e cujo tamanho
significa a area de superficie da interface. Letras indicam cadeias diferentes; B — Padrdo hexamérico de CiL-2 em
cartoon nas cores correspondentes ao diagrama (B). Letras indicam cadeias diferentes. Esferas indicam residuos
na interface de contato com outra cadeia.

Ao denominarmos um dos mondmeros da proteina como “Cadeia-A” e utilizarmos
como estrutura principal podemos entender melhor as interacdes que ocorrem na
oligomerizagao de CiL-2. Primeiramente em relacao ao trimero, a Cadeia-A se relaciona com a
Cadeia-B com uma 4rea de interface de 1.151 A e a com a Cadeia-C com 1.236 A, sdo quatro
ligacdes com cada cadeia, no entanto, com a Cadeia-B sdo 677 interagdes ndo vinculadas, esse
nimero ¢ menor com a Cadeia-C (Figura 56). Os aminoacidos envolvidos nas ligacdes de
hidrogénio sio Val’’-Val®, com duas pontes H; Lys*-Pro!® e Asp!®'-Pro!® (Residuos a
esquerda: Cadeia-A/ direita: Cadeia-B). J4 entre a cadeia-A e C: Val®*-Val®’, também formando
duas pontes H; Ala!”-Tyr'® e Pro108-Lys*’ (Residuos a esquerda: Cadeia-A/ direita: Cadeia-
O).



Figura 56 — Diagrama de interacdes entre cadeias do trimeros de CiL-2.
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Fonte: Autor. Gerado por PDBsum. Linhas azuis indicam ligagdes de hidrogénio. Linhas laranjas indicam
O niimero de linhas de ligagdo H entre quaisquer dois residuos indica o nimero de
potenciais ligagdes de hidrogénio entre eles. Para contatos ndo-ligantes, que podem ser abundantes, a largura da
linha listrada € proporcional ao nimero de contatos atdmicos. Residuos: azul-carregados positivamente; vermelho-
carregados negativamente; verde-neutros; cinza-alifaticos; roxo-aromaticos; laranja-Pro e Gly; amarelo-cisteina.

interagdes nao-ligantes.

Para a formagao do hexamero as ligacdes entre os trimeros sdo aparentemente todas
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nao covalentes, essa ndo € uma caracteristica comum a todas as lectinas do Tipo-H (ver a frente).
No modelo proposto para CiL-2, existe a formagdo de pontes de hidrogénio apenas entre os
mondmeros diretamente paralelos (Cadeia-A/Cadeia-D), mas ndo com as outras subunidades
que ndo estdo alinhados, contudo ha pelo menos uma interagdo entre essas cadeias (Figura 57).
Dois aminoacidos, Thr** e Val'%2, estdo envolvidas nas interagdes com seus correspondentes nas
cadeias paralelas A e D, com duas pontes H sendo formadas entre as treoninas. A Valina na
posi¢do 102 na cadeia-A interage com sua correspondente na cadeia-D e com Pro'® da cadeia-

E e a Ala'" da cadeia-F (Figura 57).

Figura 57 — Diagrama de interacdes entre cadeias do hexdmero de CiL-2.

Cadeia A
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198:198 112:112 118:117
Cadein A C el 10 Cadéia A Cadeia Cadea A Cadela F

Fonte: Autor. Gerado por PDBsum. Linhas azuis indicam ligagdes de hidrogénio. Linhas laranjas indicam
interagdes ndo-ligantes. O numero de linhas de ligacdo H entre quaisquer dois residuos indica o numero de
potenciais ligagdes de hidrogénio entre eles. Para contatos ndo-ligantes, que podem ser abundantes, a largura da
linha listrada € proporcional ao nimero de contatos atdmicos. Residuos: azul-carregados positivamente; vermelho-
carregados negativamente; verde-neutros; cinza-alifaticos; roxo-aromaticos; laranja-Pro e Gly; amarelo-cisteina.

CiL-2 parece seguir o mesmo padrao das lectinas da familia H tanto na conformagao

oligomérica como nas dimensdes (Figura 58). As proteinas da familia H com estrutura
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tridimensional elucidada apresentam-se em um hexamero em forma de bastonete com cerca de
100 A de comprimento e cerca de 35-45 A de didmetro, CiL-2 possui cerca de 96 A entre as
alcas mais alongadas de cadeias paralelas e cerca de 34.4 A de didmetro médio e chega a 50 A

considerando a extensao das algas (Figura 58-B e C).

Figura 58 — Comparagao das estruturas gerais de CiL-2 e lectinas do Tipo-H.

B 3 C .

3 u..\ e T : \ ﬂi
= OS00A (.4 & S
i 5 W o -

e N v — S, .
F.-‘j’: IJr_ ;I : - » I ‘.V‘— - _-_-;::'
% k,ﬁ_‘? Ry Y e e
" i ey e o = i et :_,-"'__
¥ 1 ~ ) 960 A =5 .
| —
i W Y

Fonte: Autor. A — Estruturas gerais do padrdo oligomérico de CiL-2, HPA, HAA, SLL-2, Disc-I e Disc-II.
Monoémeros de CiL-2, HPA, HAA e SLL-2 em cartoon verde, ciano, roxo claro e azul, respectivamente. Dominio
tipo lectina de Disc-I e II em cartoon magenta e vermelho, respectivamente. Dominio tipo discoidin de Disc-I e 11
em cartoon rosa. Demais monOomeros que formam os oligdmeros estdo em cartoons cinzas, B — Estimativa do
diametro de CiL-2 em cartoon cinza claro; C — Estimativa do comprimento de CiL-2 em cartoon cinza claro.

As Disc. I e II consistem em dois dominios, um dominio N-terminal Tipo-discoidin
e um dominio C-terminal tipo lectina-like do tipo-H. A conservacdo estrutural entre as cinco
lectinas e CiL-2 parece ser alta em todas as conformagdes para o mondmero e na oligomerizagao
considerando a distancia dos organismos, apesar de existir um niimero reduzido de estruturas
resolvidas (PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020).

Uma caracteristica estrutural interessante observada nessas moléculas em
comparagdo com CiL-2 s3o as conexdes entre os trimeros que podem ser por interacdes
covalentes ou ndo-covalentes entre cada dois mondmeros. Como discutido, a lectina de Codium

parece se envolver na formagao de um dimero de trimeros, considerando as poucas interagdes
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ndo-covalentes nessa ligacdo e a frequente observacdo da massa correspondente a trés
mondmeros em SDS-PAGE (Figura 33). A maioria dos residuos envolvidos nessa conexao
pertencem ao C-terminal da lectina (Val'??, Ala!* e Pro!®), entre os demais membros da familia
H a lectina SLL-2 também se observa a utilizacao da extremidade da cadeia para a formagao
do hexamero (KITA et al., 2017) (Figura 59).

A proteina SLL-2 utiliza ainda mais residuos nessa intera¢do e provavelmente Cil-
2 se comporte de forma ainda mais similar na sua conformagado determinada com a lectina do
octocoral, apesar da ocupacao espacial ja ser bastante semelhante entre as duas. No entanto,
CiL-2 também utiliza o residuo Thr*} para a manutengdo dessa forma e essa configuracio ¢
bastante similar com as lectinas de caramujos, apesar de nessas moléculas serem formadas
pontes dissulfeto aonde podem ser consideradas como trimeros de dimeros, ja que a ligacao
forte entre Cys*? ocorre nesse lugar (SANCHEZ et al., 2006). A similaridade ocorre porque o
lugar onde existe a ponte SS em HPA e HAA ¢ formada as duas ligagdes de hidrogénio em CiL-
2.

Dessa forma, CiL-2 parece usar uma estratégia de oligomerizagdo entre o que
ocorre em SLL-2 e nas lectinas dos gastropodes, utilizando ligagdes de hidrogénio para

compensar o menor envolvimento de seu C-terminal na ligacao de trimeros.

4.5.1 Caracterizacdo do sitio de ligacdo a carboidratos

O principal sitio de ligacdo das lectinas Tipo-H ¢ bem preservado nas proteinas de
invertebrados. A fim de investigar essa conservacdo em CiL-2 os sitios de ligagdo de
carboidratos mais confidveis na estrutura da lectina foram identificados pela ferramenta
DogSiteScorer e DogSite3, que sdo métodos baseados em grade que usa uma diferenca de filtro
Gaussiano para detectar potenciais bolsas de ligacdo baseando-se na estrutura tridimensional
da proteina, com DogSite3 podendo ainda utilizar viés de ligante (GRAEF; EHRT; RAREY,
2023; VOLKAMER et al., 2012). Para a predicdo utilizando um viés foi utilizado
monossacarideo a-GalNAc, que ¢ o principal ligante da familia H e inibidor de CiL-2. O local

de cada sitio ¢ mostrado na Figura 60 e os dados para cada um estdo resumidos na Tabela 9.
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Figura 59 — Anadlise da interag@o dos trimeros em CiL-2, HPA e SLL-2.

Fonte: Autor. A — Interag@o entre os trimeros de CiL-2. CiL-2 em cartoon nas cores verde, amarela e vermelha.
Residuos em contato entre trimeros como esferas. CiL-2 com superficie em verde musgo. Local do contato entre
trimeros de CiL-2 em cartoon branco com residuos envolvidos em verde; B — Interagao entre os trimeros de HPA.
HPA em cartoon nas cores verde e amarela. Residuos em contato entre trimeros como esferas. HPA com superficie
em verde musgo. Local do contato entre trimeros de HPA em cartoon branco com residuos envolvidos em laranja;
C — Interacdo entre os trimeros de SLL-2. SLL-2 em cartoon nas cores verde e amarela. Residuos em contato entre
trimeros como esferas. SLL-2 com superficie em verde musgo. Local do contato entre trimeros de SLL-2 em
cartoon branco com residuos envolvidos em azul. Para fins de clareza, alguns residuos e interagdes envolvidos no
contato entre trimeros foram omitidos
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Figura 60 — Predicao de sitios de ligagdo a carboidratos de CiL-2.

Fonte: Autor. A — Predigdo de sitios de ligag@o a carboidratos de CiL-2. Estrutura de CiL-2 em cartoon branco.
Sitios de ligagdo a carboidratos A, B e C com superficies em estruturas de arame nas cores azul, amarela e verde,
respectivamente. Residuos que compdem cada sitio estdo descritos na Tabela 9 (Abaixo); B - Predigdo de sitios de
ligag@o a a-GalNAc de CiL-2. Estrutura de CiL-2 em carfoon branco. Sitios de ligacao a a-GalNAc A, B, Ce D
com superficies em estruturas de arame nas cores azul, amarela, verde e magenta, respectivamente. Residuos que
compdem cada sitio estdo descritos na Tabela 9 (Abaixo).

Tabela 10 — Resumo das caracteristicas dos sitios de ligacdo a carboidratos de CiL-2 preditos.

(Continua)
o . Volume Superficie Profundidade Score S
Sitio  Ligante (A% (A%) A) Drog. Aminoacidos
IODLGDB, 16SCPVD20, L22,
A Geral 481.41 1004.56 - 0.70  2°ES?’, »ARN?!, *SLR®,
K70, ' HVSAWCDT?®
'FE?, “VAYTAAP*
B Geral 201.34 587.39 - 0.49 OUPDVYI0S
35 38 40 41 71 73
C  Geral 15648  474.73 - 0.00  PYRL RSP
A-o  o-GalNAc  43.52 294.9 5.06 - %, R%, K™, $%2, W™
1 2 40 43 100
B-o a-GalNAc 65.54  307.52 7.55 - IRt

102VY103
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Tabela 10 — Resumo das caracteristicas dos sitios de ligacdo a carboidratos de CiL-2 preditos.

(Conclusao)
. . Volume Superficie Profundidade Score o,
Sitio  Ligante (A%) (A?) (A) Drog. Aminoacidos
35 37 71 73
C-o  o-GalNAc 48.64 30234 473 - AT
D-o.  0-GalNAc  46.08 232.85 5.88 - L2, §?7, 30RN?!, 25 AW

Fonte: Autor. Dados gerados por DogSiteScorer e DogSite3. Score Drog. — Potencial de drogabilidade.

Trés sitios independentes de ligacao foram preditos (A, B e C), sendo que o sitio A
ainda pode ser dividido quando ligado a unidades mais simples, como a-GalNAc (A-a e D-a).
Os sitios A e C estariam disponiveis na forma hexamérica da lectina, no entanto, o sitio B seria
mais bem exposto nas formas monomérica, dimérica e trimérica. O sitio A ou D-a teriam o
auxilio da al¢a longa nos aminoacidos L, S?’, R3® ¢ N3!, algo similar ao que acontece nas
lectinas HPA e HAA (PIETRZYK et al., 2015; SANCHEZ et al., 2006).

Os sitios A e B também apresentaram potencial de drogabilidade ou Druggability,
que seria a capacidade de um bolsdo de proteina de se ligar a moléculas semelhantes a firmacos
(AGONI et al., 2020). Essa caracteristica dos sitios pode ser prevista por ferramentas de
bioinformatica e hoje vem sendo uma das bases para descoberta de novos farmacos (RAIES et
al., 2022).

Como visto, as lectinas de algas relacionadas possuem as regides !'LGD' e
16SCPV! altamente conservadas (Figura 42) e essas regides ndo sdo conservadas em lectinas
do tipo-H de outros organismos (Figura 44). Esses residuos correspondem ao previsto sitio A,
o que pode indicar que esse sitio de ligagdo pode ser proprio das lectinas oriundas de algas que
pertencem a essa familia vinculada a necessidades desses organismos.

O acoplamento dos estereoisomeros a- ¢ B-GalNAc foi realizado por GalaxyWeb e
o local de contato corresponderia aos sitios A e A-a. Todos os sitios encontram-se na segunda
folha-B, o que pode significar como observado na analise da topografia, que a primeira folha-3
incluindo a fita-B6 que parece ser o pilar mais conservado da proteina, funciona como a base
estrutural formando o ntcleo da lectina quando na forma de B-trevo e de hexamero. Deixando
assim, a segunda B-folha como face disponivel para o contato com ligantes.

Em CiL-2, os residuos que compde os sitios de contato com os carboidratos foram:
E®2, V63 G T, S, R W8 e C (Figura 61) e (Figura 62). Esse sitio estd muito proximo
em conservagio de local do que geralmente é observado em lectinas do Tipo-H (D°°, N/Q%!,
R% W3 Y¥ H¥) no caso, os principais aminoacidos em comum sio aqueles substituidos

discutidos na analise da estrutura priméria (E®2, G%, C%). O tnico aminoécido completamente
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conservado é o W34, Como ja destacado, o triptofano ¢ um aminoacido importantissimo em
sitios de ancoragem de moléculas devido suas caracteristicas fisico-quimicas e sendo
conservado em outras familias de lectinas nos locais de contato com ligantes, na verdade, ¢

evidenciado como um dos residuos mais importantes na ligagao a carboidratos (SOUSA, 2021).

Figura 61 — Sitio de ligacdo do monossacarideo I de CiL-2.
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Fonte: Autor. A — Local do sitio de ligacdo a a-GalNAc na estrutura geral de CiL-2 em cartoon e superficie com
transparéncia de 40% em ciano. Ligante a-GalNAc representado em esferas amarelas; B — Coordenagdo de a-
GalNAc no sitio de ligagdo de CiL-2. Estrutura de CiL-2 representada em cartoon branco com transparéncia de
40%, residuos envolvidos na coordenagdo do monossacarideo representados em bastdes cinzas. Ligante a-GalNAc
representado em bastdes amarelos. As interagdes moleculares sdo representadas em angstroms por linhas tracejadas
amarelas.

Os aminodcidos D*° e Y s6 se juntam ao sitio das lectinas do Tipo-H quando
analisamos a molécula oligomerizada em pelo menos um dimero (duas partes do trimeros), pois
o sitio dessas lectinas é formado por residuos pertencentes a dois mondmeros vizinhos ((N/Q°!,
R%, W8 H¥) / (D%, Y¥)). A analise do local de ligacdo do oligdmero ndo foi realizada nesse
trabalho, o que abre precedente para uma conservagao completa do principal local de contato

conservado dessa familia em CilL-2.
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Figura 62 — Sitio de ligagdo do monossacarideo II de CiL-2.
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Fonte: Autor. A — Local do sitio de ligacdo a B-GalNAc na estrutura geral de CiL.-2 em cartoon e superficie com
transparéncia de 40% em ciano. Ligante B-GalNAc representado em esferas magentas; B — Coordenagdo de B-
GalNAc no sitio de ligagdo de CiL-2. Estrutura de CiL-2 representada em cartoon branco com transparéncia de
40%, residuos envolvidos na coordenagdo do monossacarideo representados em bastdes cinzas. Ligante a-GalNAc
representado em bastdes magentas. As interagdes moleculares sdo representadas em angstroms por linhas
tracejadas amarelas.

Todos os aminoacidos correspondentes a um monomero foram observados no sitio
de CiL-2 (E®, G*, W3 e C%) o que indica que possivelmente seu complemento (D*° e Y*9)
também deve fazer parte do sitio dessa lectina. Juntamente com W na posi¢do 84, os dois
aminoacidos D e Y sdo altamente conservados nas lectinas da familia (Figura 43).
Diferentemente da maior parte do sitio observada para CiL-2, que esta sobre a segunda folha-3
que estd voltada para fora em relagdo ao hexamero, o complemento (D¢ /Y*°) estd sobre a
primeira folha-f que € a regido que cria o nlicleo da forma oligomerizada da lectina.

O sitio da proteina para 0-GalNAc (V®, G%, T%, S%, R® e W) difere ao
observado nos outros membros pelo acréscimo dos residuos V-T-S-R todos pertencentes a fita
4 e parecem formar uma estrutura no bolsdo de acoplamento que melhor acomoda o
monossacarideo (Figura 61). Essa ancoragem envolve varias ligacdes de hidrogénio e outras
interacdes ndo-ligantes entre os residuos do sitio e a estrutura de a-GalNAc.

Com relagdo a ligagdo de CiL-2 com B-GalNAc, o sitio observado foi: E®?, V&3, G,
T, S% R W8 e C (Figura 62). Os residuos requeridos para esse contato foram os mesmos

utilizados para a-GalNAc com o acréscimo de E e C nos posicionamentos correspondentes a N
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e R em outras lectinas do tipo-H.
A Figura 63 permite observar melhor as interagdes que ocorrem nos acoplamentos

proteina-ligante previstos.

Figura 63 — Diagrama de interacdes dos sitios de ligacdo a monossacarideos de CiL-2.
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Fonte: Autor. Gerado por PDBsum. A — Diagrama de interagdes do sitio de ligagdo a a—GalNAc, B — Diagrama de
interacdes do sitio de ligacdo a f-GalNAc. Linhas roxas indicam estrutura do ligante. Linhas marrons indicam
estrutura de aminoacido. Tracejados verdes indicam ligacdes de hidrogénio e seu comprimento em angstrons.
Estruturas em pente semicircular indicam residuos nio-ligantes envolvidos em interagdes hidrofobicas. Circulos:
carbono em preto, oxigénio em vermelho e nitrogénio em azul.

As lectinas do tipo-H baseiam suas interagdes com estruturas Gal/GalNAc e
derivados pelas liga¢des de hidrogénio entre residuos dos seus sitios de ligacao e o oxigénio O4
axial caracteristico desses carboidratos (PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020). Em
GalNAc seu O4 interage com a cadeia lateral do aspartato e da arginina do sitio conservado da
familia para HPA, SLL e Disc I (D*° e R® em HPA), ja em CiL-2 o O4 interage por pontes de
hidrogénio com o oxigénio da carboxila da T% e com a cadeia lateral da S® para 0-GalNAc,
realmente nessa ancoragem o O4 parece exercer maior interacdo com sitio gracas a sua
orientagdo que o coloca voltado para fundo bolsdo do sitio (Figura 61). O triptofano também
exerce ligagio de H com o O4 de 0-GalNAc em HPA e SLL-2, ji4 em CiL-2 o W** exerce
interacdes hidrofobicas sobre o ligante auxiliando em sua acomodagao.

Algumas modificagdes de interagcdo ocorrem em Disc I devido a orientacdo que o
ligante apresenta no sitio, formando algumas ligacdes com O3 com seu resido de aspartato.
Aqui é relatado os contatos entre O3 de a-GalNAc com as cadeias laterais da S® e R% e com
03 de B-GalNAc com a carboxila da V6 (MATHIEU et al., 2010). Ainda existe uma ligacio

conservada entre o OS5 anel da estrutura de GaINAc com a cadeia lateral da arginina (R% em
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HPA), esse mesmo O5 forma uma ligagdo hidrogénio com o nitrogénio da amina da T® em
CiL-2.

Além dessas, o sitio de CiL-2 ainda forma mais duas pontes de hidrogénio entre o
07 do substituinte do carbono C2 com a cadeia lateral da S e entre 0 O6 com o nitrogénio da
amina da T® para a-GalNAc e com a forma B do aclicar entre este O6 com a cadeia lateral da
R%. Os sitios de ligacdo dessas lectinas também apresentam varias interacdes hidrofobicas
importantes, por exemplo, em SLL-2 hd um contato semelhante ao observado em CiL-2 entre
GalNAc e o triptofano, no caso, formando interagdes de van der Waals com o anel aromatico
do aminoacido (KITA et al., 2017).

Essa investiga¢do inicial da ligacao de CiL-2 pelos anémeros a- e B- de GalNAc ¢é
importante porque, lectinas do tipo-H diferem em sua especificidade por essas formas. As
lectinas de caramujo, HPA e HAA, e de coral a SLL-2 ligam-se especificamente a a-GalNAc,
j& as discoidins reconhecem ambos os anomeros (PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ,
2020).

Assim como em CiL-2, outros residuos fora do sitio conservado também exercem
importantes interacdes com os ligantes analisados e formam os sitios proprios de outros
membros da familia H, sdo os casos de W!® em SLL-2 e dos trés residuos (G**, R?*, D* em
HPA; G*, R?®, D*” em HAA) que pertencem a alca estendida entre as fitas B1-B2 e formam
ligagdes de hidrogénio com o anel de oxigénio O3 e oxigénio O7 do grupo N-acetil de GalNAc
e aumentam a especificidade dessas lectinas a GalNAc.

Apesar de CiL-2 também apresentar uma alca alongada sua participacdo na
interacdo com o monossacarideo GalNAc ndo foi observado nessa lectina (Figura 64). Como
observado nos possiveis sitios (Figura 60) da lectina, o sitio A ¢ um bolsdo mais estendido com
volume de 481.41 A3 e superficie de 1004.56 A? que pode ser usado por estruturas mais
complexas, como as mucinas reconhecidas por CiL-2 (CARNEIRO et al., 2020).

As mucinas encaixam-se perfeitamente nos tipos de residuos de acucares
especificos da familia de lectinas do tipo-H, pois sdo formadas por cadeias de O-glicanos,
ricamente constituidos por residuos GalNAc e terminais Gal/GalINAc (HANSSON, 2020). As
mucinas sdo moléculas altamente importantes porque sdo frequentemente expressas em tecidos
vinculados a muitas doencas € membranas de diversos patdogenos, € ja que o reconhecimento
de glicopeptideos contendo GalNAc ¢ determinado por certos aminoacidos comuns e por
ligagdes de hidrogénio, assim como ocorre no sitio de CiL-2, ¢ possivel e cada vez mais
realizado a busca por biomoléculas que identificam moléculas com essas caracteristicas

estruturais observadas nas mucinas (SANZ-MARTINEZ et al., 2023).
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Figura 64 — Participagdo da alca alongada no sitio de ligacdo a carboidratos de CiL-2, HPA e
HAA.
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Fonte: Autor. A — Interacdo da alca alongada de CiL-2 com a-GalNAc; B — Interacdo da alca alongada de HPA
com a-GalNAc; C — Interagao da al¢a alongada de HAA com a-GalNAc. Estrutura das lectinas CiL-2, HPA e HAA
representadas em cartoon preto com superficie em pontos com transparéncia de 50%. Estrutura das alcas
estendidas representadas em cartoon vermelho. Residuos envolvidos no contato com ligante pertencentes a alca
longa representados em linhas vermelhas. Residuos envolvidos no contato com ligante ndo pertencentes a alca
longa representados em linhas pretas. Ligante a-GalNAc representado em bastdes e esferas em magenta. Visdes
laterais e superiores.

De acordo com os dados apresentados, € possivel hipotetizar que o sitio A (Figura
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60) seja funcional e o principal local de ligacdo com estruturas glicidicas mais complexas como
glicoproteinas observadas com capacidade inibitdria (mucina) e outros polissacarideos, assim
sendo, utilizando toda sua totalidade e tendo residuos de sua al¢a alongada atuando sobre os
ligantes, visto sua conformacao fortificada pela ponte dissulfeto (Figura 51) e sua funcao nas
lectinas tipo-H de caramujos, e dessa forma tendo o seu sitio possuindo caracteristicas
observadas nessa familia de lectinas e também comuns em LOA, no caso, o bolsdo estendido,
como nas lectinas da familia OAAH e que também ¢ teorizado na sua “lectina-irma” CilL-1
(CARNEIRO et al., 2020; CHAVES et al., 2023). Além disso, como visto nos resultados de
ancoragem para GalNAc, esse sitio seria funcional para estruturas simples, sendo utilizado por
um ou mais mondmeros de sacarideos por vez (Figura 60-B).

Essas informagdes prévias de possiveis locais de contato com os carboidratos sao
importantes para, por exemplo, calculos de docking molecular que ¢ uma interessante
ferramenta para revelar potenciais farmacos e identificar melhores ligantes que podem ser
utilizados em ensaios de cristalografia (STANZIONE; GIANGRECO; COLE, 2021).
Investigacdes futuras podem explorar melhor essas possiveis interacdes nesse sitio visto o seu
potencial de atuar em processos de diagnostico de doengas e biomarcagdo de moléculas.

Existem seis sitios de ligagao de carboidratos por hexamero em HPA, HAA e SLL-
2 (um sitio por cadeia monomero). As cavidades de ligacdo estdo localizadas nas extremidades
das estruturas em forma de haste (trés locais em cada extremidade), em CiL-2 0os mesmos trés
sitios estdo localizados um pouco abaixo das extremidades (Figura 65).

Os residuos de asparagina/glutamina e arginina (N®! e R em HPA) pertencentes a
extremidade da fita B4 e os residuos E® e G* seus correspondentes em CiL-2 estdo localizadas
no mesmo local, os residuos de triptofano e histidina estdo localizados no final de p5 (W e H*
em HPA) mesma localizagdo dos correspondes W8 e C* em CiL-2, e os dois residuos da cadeia
vizinha, aspartato e tirosina (D> e Y® em HPA), pertencentes as extremidades de B3 e 6,
respetivamente, as quais corresponderiam aos residuos D*® e Y, o que ressalta a possibilidade
de sua participagdo no sitio. Essas similaridades evidenciam novamente a conservagao
estrutural entre CiL-2 e HPA, e o fato do sitio ao monossacarideo se encontrar em uma regiao
menos extrema da haste hexamérica se da por conta da maior extensao vertical da al¢a alongada

em CiL-2 (Figura 64).
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Figura 65 — Local de ligagdo do monossacarideo nos oligomeros de CiL-2, HPA e SLL-2.

Fonte: Autor. A — Local de ligagdo a GalNAc do hexdmero de CiL-2; B — Local de ligagdo a GalNAc do hexdmero
de HPA; C — Local de ligagdo a GalNAc do hexdmero de SLL-2. Os sitios de ligagdo de CiL-2, HPA e SLL-2 sdo
representados em superficie em cor vermelha. Os monomeros de CiL-2, HPA e SLL-2 sdo representados em
superficie em cores verde, azul e magenta, respectivamente. Os demais mondmeros que constituem as formas
oligoméricas sdo representados por superficies em cor cinza. Visdes superiores ¢ laterais.

4.6 Predicao de funcao

Informacdes sobre a fungdo molecular, processo biologico e a localizagdo de CiL-
2 no compartimento celular foram previstas pelo servidor C-I-TASSER. O programa utilizou a
lectina HPA como template, por ser a proteina mais similar estruturalmente de CiL.-2, com um
TM-score de 0.87, RMSD de 0.79 e Cov de 0.901 (ZHENG et al., 2021). Os valores TM-score
e o RMSD sdo usados para medir a similaridade estrutural entre modelos, onde o TM-score
varia de 0 a 1, sendo quanto mais proximo de 1 e maior que 0,5 ¢ o ideal indicando uma

correspondéncia perfeita entre duas estruturas. J& o Cov é a cobertura de alinhamento,
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sendo igual ao nimero de residuos estruturalmente alinhados dividido pelo comprimento da
proteina de consulta, sendo quanto mais proximo de 1 mais confidvel (YANG; ZANG, 2015).
Assim, todos os parametros confirmam uma boa similaridade e confianca entre as estruturas.

CiL-2 tem como func¢ao molecular prevista de ser um ligante de oligossacarideos
(GO:0070492) e a N-acetilgalactosamina, o GalNAc (GO:0046871), como esperado por ser
muito provavelmente uma lectina pertencente a familia das lectinas do Tipo-H, que por
definicdo é uma proteina ligante a esses carboidratos, com C-score“® de 1.00 para ambas, sendo
esse o maior valor possivel (Figura 66). C-score“® é o pardmetro de confianca para predigdo de
funcdo, variando de 0 a 1, onde os valores mais altos indicam maior confiabilidade (ZHENG et
al., 2021).

Na predi¢do do processo bioldgico, CiL-2 participa do processo de macropinocitose
(GO:0044351) e adesdo célula-célula (GO:0098609), com C-score®® de 0.77 e 0.75,
respectivamente, como maiores confiancas. Além disso, também pode participar do processo
de tetramerizacao de proteinas (C-score®° de 0.63/G0:0051262), resposta a bactéria (C-scoreS©

de 0.55/GO:0009617) e da resposta a produtos quimicos (C-score® de 0.50/GO:0042221)
(Figura 67).

Figura 66 — Funcao molecular prevista de CiL-2.
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Fonte: ZHENG et al., (2021). O grafico mostra os termos previstos dentro da hierarquia de ontologia genética para
fun¢do molecular. Os termos previstos com seguranca sdo codificados por cores. Termos vermelhos: C-scoreS© de
0.9-1.0.
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Figura 67 — Predicao do processo bioldgico de CiL-2.
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Fonte: ZHENG et al. (2021). O grafico mostra os termos previstos dentro da hierarquia de ontologia genética para
processo bioldgico. Os termos previstos com seguranca sio codificados por cores. Termos roxos: C-score®? de
0.4-0.5. Termos azuis: C-score®° de 0.5-0.6. Termos verdes: C-scoreS® de 0.6-0.7. Termos amarelos: C-score®© de
0.7-0.8.

Os termos em amarelo estdo relacionados a um processo de endocitose, chamado
macropinocitose que resulta na captacdo de material liquido pelas células de seu ambiente
externo por fluidos da membrana celular para formar vesiculas intracelulares de tamanho
heterogéneo chamadas macropinossomos e a ligagdo de uma célula a outra célula através de
moléculas de adesdo (ZHENG et al., 2021).

Lectinas ja foram relatadas possuindo como mecanismo predominante de
endocitose em certas células cancerigenas a macropinocitose (RESNIK et al., 2023). Em
relagdo a ligacdo célula-célula esta ¢ fortemente atrelada a caracteristica de lectinas de
reconhecer estruturas glicidicas de superficie de moléculas.

O termo em verde indica formagdo de um tetramero de proteina, uma estrutura
macromolecular constituida por quatro subunidades idénticas ou ndo idénticas associadas nao
covalentemente que esta vinculado a capacidade de oligomerizagao de CiL-2.

J& os termos em azul e magenta estdo relacionados a qualquer processo que resulte

em uma mudanca no estado ou atividade de uma célula ou organismo como resultado de um
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estimulo de uma bactéria e estimulo quimico, respectivamente (ZHENG et al., 2021).

Segundo C-I-TASSER, CiL-2 pode estd localizada em intimeros locais no
compartimento celular (Figura 68), faz parte da célula (GO:0044464) com C-score®® de 0.86
com maior confianga, mas também pode estar na organela ligada por membrana (GO:0043227),
na vesicula ligada a membrana (GO:0031988), parte citoplasmatica (GO:0044444), na organela
ligada @ membrana intracelular (GO:0043231), na vesicula citoplasmatica ligada & membrana
(GO:0016023), parte da regido extracelular (GO:0044421), na vesicula fagocitica
(GO:0045335), na regidao extracelular (GO:0005576), no espago extracelular (GO:0005615),
no complexo proteico (GO:0043234), na superficie celular (GO:0009986), na membrana
(GO:0016020) e no complexo proteico envolvido na adesdo celular (GO:0098636).

Os termos para a localizagdo de CiL-2 sdo bastante diversos indo de localizada em
uma estrutura organizada de morfologia e fun¢do distintas, delimitada por uma membrana
bicamada lipidica simples ou dupla e que ocorre no interior da célula, inclui o nucleo,
mitocondrias, plastidios, vacuolos e vesiculas, e também o espaco externo a estrutura mais
externa de uma célula, tanto para células sem estruturas protetoras externas ou encapsulantes
externas, isso se refere ao espago fora da membrana plasmatica (ZHENG ef al., 2021).

Sua vinculagdo a vesicula intracelular ligada @ membrana que surge da ingestdo de
material particulado por fagocitose também foi sugerida e se relaciona com possiveis fungdes
preditas (Figura 67). Uma caracteristica comum aos termos de localiza¢do com pontuacdo C-
score®© mais altos foi de niio estar na membrana plasmética, de fato, esse foi um dos termos de
pontuagdo mais baixa relatados. Além disso, CiL-2 ainda foi relacionada a qualquer complexo
proteico que seja capaz de realizar alguma parte do processo de adesao celular a matriz celular
ou a outra c¢€lula e a parte externa da parede celular e/ou membrana plasmatica (ZHENG et al.,

2021).
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Figura 68 — Localizagao de CiL-2 no compartimento celular.
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Fonte: ZHENG et al. (2021). O grafico mostra os termos previstos dentro da hierarquia de ontologia genética para
componente celular. Os termos previstos com seguranga sdo codificados por cores. Termos roxos: C-scoreS© de
0.4-0.5. Termos azuis: C-score®® de 0.5-0.6; Termos verdes: C-score®© de 0.6-0.7; Termos amarelos: C-score®©
de 0.7-0.8; Termos laranjas: C-score®® de 0.8-0.9.

4.7 Atividade da lectina combinada a antibioticos

Visto que CiL-2 foi capaz aglutinar bactérias e inibir o crescimento de biofilme
bacteriano em certas cepas bacterianas (CARNEIRO et al., 2020; SILVA, 2013), avaliamos se
a combinagdo lectina-antibidtico teria a capacidade de modificar o efeito da ampicilina ou
tetraciclina contra as cepas testadas. A concentracao de 125 pg/mL da lectina foi utilizada para
realizagdo do efeito da lectina em combinac¢ao com o antibiotico. Os resultados da associagao
dos antibidticos oxacilina e tetraciclina obtidos para CiL-2 contra as cepas bacterianas testadas
mostraram valores distintos (Tabela 11).

No CIM1 (individual) da oxacilina nao foi verificada redu¢do quando combinada
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com a lectina contra a bactérias S.aureus ATCC 25923, que apresentou para esse antibidtico
CIM individual de 0,250 pg.mL"!, que foi 0 mesmo de quando combinada com a lectina, ou
seja, ndo houve interacao entre CiL-2 e oxacilina para essa cepa. Com relagdo a S. aureus ATCC
700698, uma cepa considerada resistente, o0 CIM1 individual do antibidtico de 128 pg.mL! e
quando combinado com CiL-2 aumentou para 256 pg.mL! (2X CIM1). O mesmo foi observado
para a bactéria gram-negativa E. coli ATCC 11303, que apresentou para oxacilina CIM1
individual de 256 pg.mL!, e quando combinada com a lectina, esse valor foi para 512 pg.mL"
I (2X CIMI1). Dessa forma, o antibiotico oxacilina associado a lectina ndo resultou em
sinergismo para nenhuma das cepas testadas e apresentou atividade antagonista nas cepas S.
aureus ATCC 700698 e E. coli ATCC 11303 (Tabela 11).

Em associagdo com a tetraciclina os resultados observados foram diferentes,
apresentando efeitos aditivos e sinérgicos nas cepas. O CIM1 individual de 0,250 pg.mL™" foi
reduzido para 0,0625 ng.mL"' (1/4 da CIM1) quando associado com a lectina para S.aureus
ATCC 25923, enquanto para S. aureus ATCC 700698, o CIM1 individual, passou de 128
ug.mL! para 32 pg.mL"'. Em ambos os casos o efeito de sinergismo entre o antibitico e CiL-
2 foi observado (Tabela 11). Quanto a cepa de E. coli ATCC 11303, onde o CIM individual do
antibidtico de 1 pg.mL™ reduziu para 0,5 pg.mL"' quando associado com a lectina foi
caracterizado como efeito aditivo.

Assim, observamos que a lectina tem efeitos distintos quando administrado em
conjunto com os farmacos testados. Esses resultados, de certa forma sao os melhores possiveis,
uma vez que nosso objetivo principal € caracterizar os aspectos estruturais da lectina e interliga-
los a suas capacidades biotecnologicas, e esses efeitos dispares sdo bons para esse fim, pois
provavelmente estdo ligados a uma das principais caracteristicas dessas moléculas, sua

especificidade.
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Tabela 11 — Efeito da lectina CIL-2 combinada aos antibioticos Oxacilina e Tetraciclina sobre

Staphylococcus aureus e E. coli.

BACTERIAS ANTIBIOTICO EFEITO
Oxacilina
CIMI1 pg/mL CIM2 pg/mL Relagao
(individual) (combinado) gflt\rfs
S. aureus ATCC 0.250 0,250 . intl;lri(;ao
25923
S. aureus ATCC Antagdnico
00698 128 256 2
E. coli ATCC 11303 256 512 2 Antagonico
Tetraciclina
CIM1 pg/mL CIM2 pg/mL Relagdo
entre
(individual) (combinado) CIMs
S. aureus ATCC 0.2
25023 ,250 0,0625 1/4 Sinergismo
S. aureus ATCC
700698 128 32 1/4 Sinergismo
E. coli ATCC 11303 1 0,5 1/2 Aditivo

Fonte: Autor. Valores da Concentragdo Inibitéria Minima individual (CIM1), Concentragdo Inibitéria Minima
Combinada (CIM2) dos antibidticos combinados a lectina CIL-2, e da relagdo entre CIM2/CIM1. As concentragdes
dos antibidticos variaram de 512 a 0,250 pg/mL para oxacilina e de 256 a 0,250 pg/mL para tetraciclina. A
concentragdo de CIL-2 se manteve constante (125 pg/mL). Valores da relacdo entre as CIMs iguais a 1/2 foram
interpretados como efeito aditivo, e valores entre 1/4 a 1/16 foram considerados como efeito sinérgico. Valores
igual a 1x, 2x da CIM, foram considerados como ndo interagdo ou antagdnico.

Hoje, uma das maiores preocupacdes para a satide global sdo infec¢des bacterianas
por cepas resistentes e a capacidade de surgimento de novos mecanismos de resisténcia que se
espalham globalmente, causada principalmente pela adaptacdo dos micro-organismos aos
antibidticos e também pelo uso excessivo desses farmacos, que foi intensificada durante a
recente pandemia de Covid-19, gragas ao uso indiscriminado de antimicrobianos para tratar
doengas bacterianas que progrediam de infec¢des respiratdrias virais (MALIK; MUNDRA,
2022; MORIEL et al., 2023). Dessa maneira, além da descoberta de novas moléculas para
compor esses antibioticos, também se faz necessario estratégias para aumentar suas eficacias.

CiL-2 potencializou a atividade do antibidtico tetraciclina quando complexado com
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este contra cepas de S. aureus e E. coli. CiL-2 em combina¢do com a tetraciclina apresentou
efeito aditivo, ou seja, houve um leve aumento na inibicdo do antibidtico contra E. coli, e
apresentou efeito sinérgico, exibindo um aumento significativo na agdo do antibiotico contra S.
aureus (Tabela 11).

Os antibidticos em geral possuem mecanismos de agdo diferentes, sendo os
principais a inibi¢ao de processos essenciais de replicagdo do DNA, sintese do RNA, sintese de
proteinas, biossintese da parede celular e/ou membrana celular e da sintese de acidos graxos
(BAQUERO; LEVIN, 2021). A tetraciclina e oxacilina sdo exemplos de mecanismos de a¢ao
distintos, enquanto a tetraciclina age na sintese de proteinas, a oxacilina ¢ uma penicilina
resistente a B-lactamase e penicilinase estafilicdcica que age sobre a sintese de parede celular
(NOMURA et al., 2020).

CiL-2 parece ndo ter nenhuma agdo que auxilie os antibidticos na parece celular, o
que pode ser melhor observado no seu resultado associada a oxacilina sobre E. coli, que ¢ a
bactéria Gram-negativa que apresenta as estratégias de resisténcia, mas vinculadas a parede
celular, nas purinas usadas para passagens de moléculas. J4 em relacdo a a¢do negativa da
lectina com esse antibiotico sobre S. aureus pode estar relacionado a capacidade de CiL-2 de
reconhecer as estruturas glicidicas da superficie da bactéria, observados por sua capacidade
aglutinante dessa bactéria (SILVA, 2013), assim, ela poderia atuar mascarando ou diminuindo
os locais de entrada na parede celular utilizados pelo microbicida.

A tetraciclina por sua vez € bacteriostatico, ou seja, atua causando a interrupgao do
crescimento celular, especificamente ela atua na inibi¢ao da sintese de proteina ao se ligar ao
centro de decodificacdo na subunidade ribossomal 30S, impedindo assim a ligacdo do RNAt
(WARNER et al., 2022). A resisténcia das bactérias a tetraciclina pode ocorrer por varios
mecanismos, sendo os principais o sistema de bombas de efluxo ativo da droga pela célula e
produgdo de proteinas de protecdo ribossomal (LAPLANTE et al., 2022).

Essas duas estratégias envolvem a sintese de proteinas, como Tet(K) e Tet(L) que
atuam nos sistemas de bombas de efluxo em Gram-positivas, que funcionam como
anticarregadores que trocam um complexo monocationico magnésio-tetraciclina por um proton,
e Tet(O) e Tet(M) proteinas de prote¢do ribossomal encontradas tanto em organismos Gram-
positivos quanto Gram-negativas que provavelmente agem causando uma mudanga
conformacional na estrutura do ribossomo, impedindo a ligagdo da tetraciclina ou resultando
em sua dissociagdo (ERO et al., 2019; LAPLANTE et al., 2022; YADAV et al., 2021).

Provavelmente CiL-2 tem acdo em um desses processos, uma das hipoteses esta

ligada a sua participagdo na inibicdo ou perturbagdo nos processos de glicosilagdo que teriam
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papel critico no funcionamento dessas estratégias de resisténcia. Essa presenca indispenséavel
das glicosilagdes para o bom funcionamento de bombas de efluxo auxiliando na
termoestabilidade proteica, na estabilizacdo de complexos proteicos e na promogao da interagao
proteina-proteina ja foi evidenciado em cepas de Gram-negativas e deve ser similar ao sistema
efluxo de outras bactérias (ABOUELHADID et al., 2020; DUBB et al., 2020). Alias, as
estruturas de glicanos que realizam essa modifica¢ao pds-traducional nessa bactéria sdo muito
similares os carboidratos especificos de CiL-2, que provavelmente decoram as proteinas
sintetizadas por S. aureus para essa funcdo (ABOUELHADID et al., 2020).

A capacidade de antibidticos modificados com glicosilagdes de serem reconhecidos
por essas bombas também destaca a possibilidade da lectina j& acoplada ao seu ligante de ser
utilizada como substituinte aumentando assim a concentracdo de microbicida na bactéria
(KAMAZ et al., 2021).

Como nao foi possivel identificar o mecanismo especifico que CiL-2 utiliza para
potencializar o antibidtico em sua acdo antibacteriana, cabe entdo ressaltar que as tetraciclinas
tém demonstrado propriedades anticancerigenas que talvez poderiam ser auxiliados pela lectina,
j& que ela apresenta forte similaridade com lectinas do Tipo-H que possuem essa capacidade
contra o cancer (LI et al., 2023). De fato, CiL-2 tem o potencial de ser utilizada contra diversas
linhagens de células cancerigenas, pois essa capacidade esta ligada a sua especificidade, o
reconhecimento de padrao de glicosilagdo alterado e contendo residuos de Gal/GalNAc que ¢
frequentemente encontrado na superficie dessas células como um componente de epitopos de
cancer (HUANG et al., 2022).

Além do reconhecimento desses residuos livres ou terminais, CiL-2 reconhece
mucinas O-glicosiladas que sdo superexpressas em células tumorais, essas glicoproteinas
possuem estruturas como os antigenos Tn (GalNAcal-Ser/Thr) e T (Galf3-GalNAcal-Ser/Thr)
que ainda podem ser convertidos em diversas estruturas de O-glicanos que possivelmente
podem se ligar a CiL-2 (BROCKHAUSEN; MELAMED, 2021; SANZ-MARTINEZ et al.,
2023). Essa capacidade evidencia o potencial dessa lectina de ser usada como biomarcador
capaz de identificar alteracdes distintas de glicosilagdes associadas a, por exemplo, metéstase
de células cancerigenas altamente invasivas como ocorre com HPA que muitas vezes apresenta
maior eficacia que outros antigenos T/Tn (KHOSROWABADI et al., 2022; GUPTA, 2020;
LIYANAGE; YAN, 2020; PINTO; PARAMESWARAN, 2023; STROUHALOVA;
BOBALOVA, 2020; SIMPLICIEN et al., 2021).

Essas lectinas podem ainda ser utilizadas contra doengas de origem ndo ontoldgicas

que também expressam glicosilagcdes que carregam estruturas glicidicas como os terminais
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GalNAc, como nefropatia, sindrome mielodisplésica, sindrome de hiper-IgM-D e sindrome da
febre periodica (CHRASTINOVA et al., 2023; PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020).
Essa capacidade também ja ¢ utilizada contra infecgdes causadas por bactérias, como
Streptococcus pneumoniae € S. aureus no reconhecimento especifico, semelhante ao observado
para CiL-2, o que sugere que essa lectina pode ser cepa-especifica e funcionar no diagndstico
de doencas relacionadas a esses micro-organismos tal como gastrite cronica e biofilmes
dentarios vinculados a doencas bucais (DIGE et al., 2022; DOMENECH; GARCIA, 2017;
OGAWA et al., 2022; VERNYGORODSKYT; SHKOLNIKOV; SUHAN, 2017).

Mais estudos sdo necessarios para entender os mecanismos de acdo de CiL-2 no
auxilio e potencializacdo de antibidticos. Além disso, suas caracteristicas estruturais de
reconhecimento e ligagdo a carboidratos e gliconjugados a colocam como uma 6tima molécula
a ser investigada contra outras cepas bacterianas, assim como, a outros patégenos e doengas,

podendo atuar ndo s6 no combate, mas também como uma ferramenta de diagnostico.
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5 CONCLUSAO

A lectina CiL-2 da alga marinha verde Codium isthmocladum foi investigada a
respeito de aspectos estruturais, tendo sua estrutura primdria determinada por MS/MS. Além
disso, a estrutura tridimensional, assim como os residuos envolvidos na ligacdo ao carboidrato
foram previstos por programas computacionais, e foram caracterizadas com auxilio de diversas
ferramentas de bioinformatica estrutural. As anélises realizadas confirmam CiL-2 como uma
nova lectina pertencente a familia das lectinas do Tipo-H. Sendo a primeira lectina oriunda de
algas dessa familia com evidéncias estruturais suficientes para sua classificagdo. Contudo,
apesar das predicdes realizadas atingirem altos padrdes de confiabilidade, a resolugdo de sua
estrutura cristalina ¢ fundamental para confirmar nossos prognosticos.

Em acréscimo, CilL-2 ainda se provou uma molécula com alto potencial
biotecnoldgico vinculado a suas caracteristicas de especificidade, que aqui foram capazes de
potencializar o efeito microbicida de antibidticos contra cepas bacterianas. Provando que essa
lectina pode ser ainda mais investigada a respeito de atividades biologicas que explorem de
forma ainda mais precisa seu padrdo de decodificacdo do glicocddigo, baseando-se nas
informagdes estruturais obtidos nesse trabalho, que refor¢am a funcdo insubstituivel dos

estudos estruturais de caracterizagao e direcionamento da aplicabilidade dessas moléculas.
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