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RESUMO

A diversidade das microalgas estd diretamente associada com as condi¢cdes ambientais de
modo que, em situacdes adversas, elas s@o capazes de sintetizar metabdlitos para sua
protecdo. Uma variedade desses metabdlitos apresenta atividades bioldgicas de interesse,
dentre elas estdo as lectinas, glicoproteinas que se ligam a carboidratos de maneira especifica
e reversivel sendo capazes de interagir com diversas moléculas bioldgicas e seus receptores de
superficie celular, e assim, podendo ter uma ampla gama de aplicag¢des por sua especificidade.
O objetivo deste trabalho foi extrair, purificar e caracterizar uma lectina presente no extrato da
microalga Chlorella vulgaris, a qual foi cultivada em meio padrio Bold Basal Medium
(BBM), de modo autotréfico em ciclos de 21 dias. O extrato homogeneizado foi obtido por
meio de sonicagdo em banho de gelo. O homogeneizado foi centrifugado e o sobrenadante,
denominado de extrato bruto (EB), foi utilizado para a purificacdo. O EB foi precipitado por
sulfato de amonio na saturacdo de 0-60%, e o precipitado proteico foi dialisado e submetido a
cromatografia de troca idnica acoplada no sistema AKTA Pure. A atividade hemaglutinante
foi avaliada contra eritrécitos de coelho. A atividade da fracdo foi caracterizada em relacdo ao
pH, temperatura e sua estabilidade durante 30 min, inibi¢@o a carboidratos e glicoproteinas. A
atividade da fracao foi 6tima na faixa de pH 4,0 - 5,0; e de temperatura entre 30 e 60 °C, com
relativa estabilidade térmica. A fracdo foi inibida por D-Glicosamina. A fra¢do da proteina
apresentou massa molecular aparente de 15 kDa, estimada por SDS-PAGE. A lectina
parcialmente purificada nesse estudo apresentou resultados diferentes das lectinas isolada da
mesma espécie de microalga. Portanto, essas diferencas podem estar relacionadas com as
cepas, 0 meio de cultura, a temperatura de cultivo, entre outros. E notério que cepas diferentes

da mesma espécie de microalga possuem heterogeneidade em seus resultados bromatolégicos.

Palavras-chave: atividade hemaglutinante; cromatografia; purificacao.



ABSTRACT

The diversity of microalgae is directly associated with environmental conditions so that, in
adverse situations, they are capable of synthesizing metabolites for their protection. A variety
of these metabolites present biological activities of interest, among them are lectins, and
glycoproteins that bind to carbohydrates in a specific and reversible manner, being able to
interact with various biological molecules and their cell surface receptors, and thus, being able
to have a wide range of applications due to their specificity. The objective of this work was to
extract, purify, and characterize a lectin present in the extract of the microalgae Chlorella
vulgaris, which was grow in Bold Basal Medium (BBM), autotrophically in 21-day cycles.
The homogenized extract was obtained through sonication in an ice bath. The homogenate
was centrifuged and the supernatant, called crude extract (CE), was used for purification. CE
was precipitated by ammonium sulfate at 0-60% saturation, and the protein precipitate was
dialyzed and subjected to coupled ion exchange chromatography on the AKTA Pure system.
The hemagglutinating activity was evaluated against rabbit erythrocytes. The activity of the
fraction was characterized about pH, temperature, and its stability for 30 min, inhibition of
carbohydrates and glycoproteins. The activity of the fraction was optimal in the pH range of
4.0 - 5.0; and temperature between 30 and 60 °C, with relative thermal stability. The fraction
was inhibited by D-Glucosamine. The protein fraction had an apparent molecular mass of 15
kDa, estimated by SDS-PAGE. The partially purified lectin in this study showed different
results than lectins isolated from the same species of microalgae. Therefore, these differences
may be related to the strains, the culture medium, and the cultivation temperature, among
others. It is known that different strains of the same species of microalgae have heterogeneity

in their bromatological results.

Keywords: hemagglutinating activity; chromatography; purification.
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1 INTRODUCAO

1.1 Algas

As algas, organismos aqudticos autétrofos que desempenham um papel
fundamental nos ecossistemas aqudticos, tém sido objeto de estudo devido a sua notdvel
diversidade e importincia ecoldgica (NAPOLEAO; COSTA; ARAUJO, 2022). As algas,
geralmente unicelulares ou multicelulares, variam em tamanho desde microscdpicas até
macroscopicas, exibindo uma ampla gama de morfologias que se adaptaram as diferentes
condi¢des ambientais em que habitam. Sua morfologia tnica, que inclui células revestidas por
paredes celulares de natureza variada, muitas vezes contém pigmentos fotossintéticos,
permitindo-lhes converter a energia luminosa em compostos organicos, desempenhando assim
um papel vital na producao primdria dos ecossistemas aquaticos (PEREIRA, 2021).

As principais algas marinhas pertencem as divisdes Cyanophyta, Chlorophyta,
Rhodophyta, Heterokontophyta, Dinophyta, entre outras:

As cianobactérias constituem algas de tonalidade azul-esverdeada, principalmente
devido a presenca da ficocianina, um pigmento azulado. Algumas dessas algas também
exibem pigmentacdo vermelha, conhecida como ficoeritrina. Dependendo da predominancia
desses pigmentos, que colaboram na absorc¢do da luz solar para a sintese de carboidratos, a
cianobactéria pode adquirir coloracdo azulada ou avermelhada.

Chlorophyta, classificadas como algas verdes, possuem uma propor¢ao
relativamente pequena de espécies marinhas, sendo a maioria habitantes de ambientes
aqudticos continentais de dgua doce. Muitas delas consistem em organismos unicelulares,
embora existam representantes multicelulares encontrados em bafas, estudrios e costdes
rochosos. Elas contém clorofila A e B e utilizam amido como reserva energética.

Rhodophyta, conhecidas como algas vermelhas, predominantemente habitam
ambientes marinhos e possuem os pigmentos ficobilinas: ficocianina e ficoeritrina, além das
clorofilas A e D, e reservam amido das florideas. Exemplos de géneros incluem: Gelidium,
Gracilaria, Gigartina, Porphyra, Rhodymenia e Chondrus. Algumas espécies dessas algas
produzem carbonato de célcio, contribuindo significativamente para a formacao dos recifes de
corais.

Heterokontophyta, Bacillariophyceae, compreendem as diatomdceas, algas

unicelulares que possuem um involucro externo feito de silica, chamado fristula. Nas
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diatomdceas céntricas, a frastula € arredondada com uma estrutura radial, enquanto algumas
diatomdceas sdo chamadas de penadas devido a formacao de uma estrutura semelhante a uma
pena. Em relacdo a coloragdo, geralmente sdo amarelo-amarronzadas devido a presenga de
pigmentos carotenoides, além das clorofilas A e C. Elas podem apresentar espinhos na
frastula, bem como pequenos orificios que auxiliam na troca gasosa e na producdo de
mucilagem.

Heterokontophyta, Phaeophyceae, denominadas algas pardas ou marrons, além
das clorofilas A e C, contém o pigmento fucoxantina, conferindo-lhes uma coloragdo
amarelo-amarronzada. Essas algas reservam laminarina e manitol como substancias de
reserva. A maioria das espécies € encontrada em ambientes marinhos, predominando em dreas
temperadas e polares, mas também sdo encontradas em regides tropicais, como 0 género
Sargassum.

Dinophyta, representadas pelos dinoflagelados, sdo algas microscOpicas que
possuem dois flagelos: um vertical e outro horizontal. Enquanto o primeiro facilita a
propulsdo do dinoflagelado para frente, o segundo permite que ele gire em torno do préprio
eixo. Suas pigmentacdes incluem clorofilas A e C, e suas reservas consistem em 6leo e amido.
As células sdo compostas por varias placas de celulose e podem apresentar espinhos e poros.
Algumas dessas espécies sdo crucialmente importantes para o crescimento dos corais, como
as zooxantelas (CASTRO; HUBER, 2016; LEE, 2008).

Entre as principais caracteristicas morfolégicas das macroalgas, a forma ou
morfologia de um determinado talo (corpo de macroalga) € uma caracteristica muito ttil para
distinguir as vdrias espécies de macroalgas. Além disso, diferentes espécies apresentam
diferentes consisténcias ou texturas ao toque, auxiliando a distingui-las. (GASPAR;
FONSECA; PEREIRA, 2020).

Além de suas contribui¢des ecossistémicas, as algas também se destacam por seu
potencial biotecnolégico. Seu metabolismo diversificado oferece oportunidades para a
producdo de uma gama de produtos, desde biocombustiveis e produtos quimicos até alimentos
funcionais e compostos farmacéuticos (BIRIS-DORHOI et al., 2020).

As algas t€m mualtiplas utilizacdes em diferentes campos industriais como
resultado da sua rica composicdo quimica e contetido de substincias bioativas. Diversos
estudos na drea da saide humana vém sido desenvolvidos, demonstrando aplicagdes como:
controle da pressdo arterial, ajuda na reducdo de acicar e gordura, propriedades

anticoagulantes e antitromboticas, propriedades antienvelhecimento, antidepressivas e
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antifadiga, potencial antimicrobiano e antioxidante, efeito antialérgico, propriedade anti-
inflamatoéria, efeitos antifingicos, efeitos antivirais, além de propriedades anticancer.
(BHUYAR et al, 2020; BIRIS-DORHOI et al, 2020; CHALE-DZUL et al, 2017,
MURRAY et al, 2018; PALANISAMY et al, 2017; PIMENTEL et al, 2019;
PRARTHANA e MARUTHI, 2019; SAKTHIVEL e PANDIMA, 2019; TIAN et al., 2019;
YIMIN, 2018; ZHONG et al., 2020)

A aplicacdo crescente da biotecnologia na exploracdo desses organismos tem o
potencial de impulsionar avangos significativos em dreas como energia renovavel, medicina e
seguranca alimentar, destacando sua importincia continua no cendrio cientifico e tecnolégico

contemporaneo (PEREIRA, 2018).

1.2 Microalgas

As microalgas t€ém uma historia antiga que deixou uma pegada ha 3.4 bilhoes de
anos, quando a mais antiga microalga conhecida, pertencente ao grupo das cianobactérias,
fossilizou nas rochas da Australia Ocidental (SAFI et al., 2014).

As microalgas podem crescer tanto em dgua doce como marinha, bem como em
quase todas as condi¢des ambientais do planeta, desde terras congeladas da Escandindvia até
solos quentes do deserto do Saara (LEE, 2008).

O termo "microalgas" refere-se a microrganismos algais que contém clorofila e
outros pigmentos fotossintéticos. Os organismos procaridticos, também conhecidos como
cianobactérias, e os organismos eucaridticos, também conhecidos como demais microalgas,
sdo capazes de sobreviver em uma variedade de ambientes aqudticos e toleram condigdes
extremas de temperatura, salinidade, pH e intensidade de luz (KHAN; SHIN; KIM, 2018). As
microalgas sdo capazes de produzir uma variedade de biomoléculas com potencial bioativo
devido a sua versatilidade metabdlica (SINGH et al., 2020).

A classificacdo das microalgas abrange uma heterogeneidade de tdxons, nas quais
se destacam os grupos das cianobactérias, dinoflagelados, diatoméceas, cloroficeas e roddfitas
(Cyanidium), cada qual com caracteristicas distintas que contribuem para a riqueza ecoldgica
das dguas doces e marinhas. As cianobactérias, por exemplo, demonstram habilidades tnicas
na fixacdo de nitrogénio e na producdo de toxinas, influenciando a qualidade da dgua e a

saide dos ecossistemas. As diatomdceas, caracterizadas por suas complexas estruturas
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celulares de silica, desempenham um papel vital no ciclo global de carbono e sdo relevantes
para a producao primdria nos oceanos (CHAN et al., 2021).

Devido a sua grande diversidade de espécies, a classificacdo taxondmica das algas
¢ bastante extensa e inclui representantes de formas unicelulares com diametros que variam de
micro a milimetros, células em colonia, filamentos até folhas e talos com diferenciacdes
complexas. Cyanophyceae (azul-esverdeado), Rhodophyceae (vermelho), Phaeophyceae
(marrom), Chrisophyceae  (marrom  dourado), Bacillariophyceae (diatoméceas),
Chlorophyceae (verde) e Xanthophyceae (verde-amarelo) sdo algumas das classes principais
em que as algas sdo classificadas por seu tipo de pigmento. A sistemdtica contemporanea
mantém estes grandes grupos, mas usa uma classificacdo atualizada com base na andlise de
pigmento por cromatografia liquida, além de outras caracteristicas, como flagelagdo,
estrutura, componentes da parede celular e produtos de armazenamento metabodlico. As
técnicas de biologia molecular contemporanea tém sido usadas nos udltimos anos para
confirmar ou mudar a classificacio de algas anteriores, tornando-se uma ferramenta
promissora para explorar seus produtos (BEN-AMOTZ, 2009).

Cerca de 72.500 espécies de microalgas foram catalogadas. A classificacdo
taxonOmica atual divide essas espécies em 16 classes diferentes, com as algas verdes, as
diatomdceas e as algas douradas sendo as mais comuns na natureza. Mas as cianobactérias,
juntamente com as algas verdes e as diatomdceas, sdo as mais procuradas como insumos
intermedidrios e produtos finais de processos relacionados a bioenergia, alimentagdo e
farmacéuticos (BOROWITZKA, 2018).

As microalgas sao responsdveis por aproximadamente metade da producdo
priméria global (METTING, 1996). Muitas delas também sdo caracterizadas pelo seu rdapido
crescimento, flexibilidade e adaptabilidade a diversas condi¢cdes ambientais. Sendo uma fonte
tdo rica de lipidios, aminodcidos essenciais, pigmentos, carboidratos, proteinas, vitaminas e
outros compostos bioativos nas células, podendo ser amplamente aplicadas em diversas
inddstrias, como alimentagdo humana, alimentacdo aqudtica e pecudria, farmacé€utica e
cosmética (ARIEDE et al., 2017; PRIYADARSHANI; RATH, 2012).

Com relagdo ao sistema de cultivo, o crescimento autotréfico € a op¢do mais
comum. No entanto, a grande variedade metabdlica de um grande numero destes
microrganismos permite o cultivo em condi¢des heterotréficas (WEN; CHEN, 2003;
JEREOSIN; PUMAS, 2021). Em sistemas fotossintéticos, o diéxido de carbono (CO3) €

convertido em biomassa na presenca de energia luminosa. Em configuracdes heterotroficas,
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por outro lado, a produgdo de biomassa ocorre por meio da conversdo de compostos organicos
na auséncia de luz (QUEIROZ et al., 2007).

Os polissacarideos extraidos de macroalgas e utilizados como fonte de
ficocoldides foram os primeiros produtos comerciais derivados de algas. Apds a introducgdo de
algas para uso humano no inicio do século XVII, o mercado global expandiu para fornecer
uma variedade de produtos de algas para uma variedade de aplicacdes. No entanto, a
tecnologia de cultivo e coleta de microalgas sé foi desenvolvida no final do século passado,
quando o uso delas entrou no mercado. Quatro espécies de microalgas (Spirulina, Chlorella,
Dunaliella e Nannochloropsis) atingiram o nivel de producdo em cultivo industrial usando
tanques a céu aberto. Por outro lado, algumas espécies de microalgas unicelulares foram
capazes de se expandir em sistemas de cultivo usando bioreatores fechados (BEN-AMOTZ,
2009).

O principal beneficio do cultivo comercial das microalgas € a fabricacdo de seus
produtos metabolitos, que sdo usados na alimentacdo de animais aquéticos e terrestres, como
suplementos alimentares para humanos, ou para uso em processos ambientais, como
tratamento de aguas residuais, fertilizacdo do solo, biocombustiveis e fitorremediacdo de
residuos (PEREZ-GARCIA et al., 2011).

Como qualquer outro fitoplancton, as microalgas t€ém valor nutricional. O
documento mais antigo na utilizacdo do consumo de microalgas data de 1500 anos na China.
(GAO et al., 2020). Ainda hoje, esses organismos microscopicos sdo consumidos como
suplementos alimentares, como é o caso de Chlorella vulgaris, Spirulina mdxima e S.
platensis e seus produtos também sdo utilizados para diversos fins, como corantes, produtos
farmaceéuticos, racdo animal, aquicultura e cosméticos (FRADIQUE et al., 2010; MELO et
al., 2019; ZAID; HAMMAD; SHARAF, 2015).

As espécies de Arthrospira platensis (Spirulina) e Chlorella sao as mais
conhecidas no que diz respeito a saide e a alimentacdo. Ambas sdo consideradas seguras para
ingestdo por humanos devido as suas riquezas nutricionais (BARKIA; SAARI, 2019;
JACOB-LOPES et al., 2019; KOYANDE et al., 2019).

Por outro lado, esses microrganismos fornecem uma alternativa aos métodos
tradicionais de tratamento de 4guas residuais, devido a sua alta eficiéncia na remocado de
poluentes (QUEIROZ et al., 2007). Eles também permitem a valorizacdo de residuos

agroindustriais por meio da biossintese de produtos de valor agregado (QUEIROZ et al.,
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2002; JACOB-LOPES et al., 2007, RODRIGUES et al., 2014; SANTOS et al., 2016;
FERNANDES et al., 2017).

A capacidade das microalgas de remover nutrientes de efluentes foi verificada em
vérios estudos (ANSARI et al., 2019; LING et al., 2019; HAN et al., 2014; TANG et al.,
2018; NOVOVESKA et al., 2016). As espécies microalgas mais notdveis foram Scenedesmus
obliquus, Chlorella vulgaris e Chlorella sorokiniana. Os resultados mostraram uma efici€éncia
na remocao de nitrogénio e fésforo de S. obliquus de 98,54% e C. sorokiniana de 86,93% e
68,24%, respectivamente, e C. vulgaris de 89,1% e 80,9% (LI et al., 2011; GUPTA et al.,
2016).

Além disso, devido ao potencial de ser uma matéria prima para biocombustivel
ecologicamente consciente, a producao de microalgas atraiu o interesse comercial devido a
uma série de vantagens: ndo competem com outras culturas por terras produtivas e dgua doce;
crescem rapidamente e produzem um alto teor de lipideos (entre 20 e 50 por cento em peso
seco); sdo capazes de fixar diéxido de carbono, o que resulta em uma redu¢do nas emissoes de
gases de efeito estufa e em uma melhoria da qualidade do ar; podem ser usados como
fertilizante agricola e como fonte de proteina para ragdes animais (RUIZ-MARIN;
MENDOZA-ESPINOSA; STEPHENSON, 2010; CAI; PARK; LI, 2013).

Desse modo € possivel verificar que as microalgas no geral contém véarios
componentes que tém demonstrado grande potencial para serem utilizados em diversos
campos de aplicacdes, como na saude humana e na medicina. As propriedades terapéuticas
das microalgas apresentam uma gama de aplicagdes como satide cardiovascular, anticancer,
anti-inflamatdria, anticoagulante, antiviral, antibacteriana, antifingica e outras em produtos

medicinais humanos (HASSAN e al., 2022; VANEGAS; HERNANDEZ, 2018).

1.3 Género Chlorella e C. vulgaris

As microalgas do Género Chorella sao produzidas comercialmente em larga
escala no Japdo desde 1960, sua biomassa tem sido alvo de estudo em diversas areas
(MATOS, 2021). As condicdes de cultivo podem ser caracterizadas como: autotréficas,
heterotréficas e mixotrdficas, influenciando diretamente na composicdo de sua biomassa
(SAFlI et al., 2014).

As espécies do género Chlorella sdo conhecidas como ricas em proteinas e

contém 4cidos graxos poli-insaturados, vitaminas, minerais e aminodcidos essenciais (ASSIS,



15

2012; ASSIS et al., 2014). Esta, tem muitas caracteristicas morfoldgicas, incluindo colorac¢io
esverdeada, unicelular ou colonial, forma cocéide com diametro de 2-10 um e é geralmente
imével em ambientes de 4gua doce, embora também possa estar em dguas salobras. Acimulo
pigmentos como xantofilas, clorofilas a e b, betacarotenos e outros com apenas um
cloroplasto (BEIJERINCK, 1890; SHIHIRA, KRAUSS, 1965; NURACHMAN et al., 2015).

Esta microalga é um bom candidato para remover o amonio e o fésforo das dguas
residuais quando se trata de biorremediagao (GONZALEZ, CANIZARES, BAENA, 1997).
Além disso, pesquisas recentes mostraram que o extrato de Chlorella spp. é eficaz em
eliminar larvas de Aedes aegypti (SIGAMANI et al., 2020).

Além disso a espécie relacionada ao género Chlorella, C. vulgaris tem sido usada
em aplicacdes biotecnoldgicos como um suplemento alimentar ou substancia que adiciona cor
e sabor aos alimentos (FRADIQUE et al., 2010; LI, JIANG, CHEN, 2005). Também podar
ser usada como emulsdo alimentar (FERNANDES et al, 2012). Além disso, tem
caracteristicas imunomoduladores e anticaspa, bem como tratamentos para hipertensao,
doencas cardiovasculares e catarata. Também poda amentar a producdo de coldgeno na derme
(YASUKAWA et al., 1996; JUSTO, SILVA, QUEIROZ, 2001).

C. vulgaris € uma microalga que possui uma biomassa rica em diversos nutrientes
como carboidratos, lipideos, proteinas, vitaminas, minerais, entre outros. Esta possui entre 42-
58% de proteinas em seu peso seco, dependendo das condi¢des de cultivo e crescimento
(SAFl et al., 2014).

A microalga C. vulgaris pertence ao reino Plantae, Filo Chlorophyta, Classe
Trebouxiophyceae, Ordem Chlorellales, Familia Chlorellaceae e género Chlorella
(ALGAEBASE, 2022). A espécie possui amplo uso comercial devido ao seu rdpido
crescimento e capacidade de produzir uma série de compostos biologicamente ativos
(HEYDARIZADEH et al., 2013). Estudos anteriores se concentraram principalmente na
manipulacdo das condi¢des de cultura para aumentar a produgcdo de metabdlitos desejados e
seu crescimento celular (CHEN et al., 2017). Sintetiza um maior teor de proteinas quando
cultivada em ambientes ricos em nitrogénio, de modo adverso quando esse € limitado reduz

sua sintese proteica (MELO et al., 2019).

Diversas aplicagdes com o uso de sua biomassa estdo descritas na literatura, na
pesquisa médica sendo utilizada para avaliacdes em atividade antimicrobiana, antitumoral,
imunomoduladora, anti-hipertensiva e hepatoprotetora (KUBATKA et al., 2015; LIN et al.,
2018; PANAHI et al.,2015; QI; KIM, 2017; SYED et al., 2015).
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Em estudos, também relacionados a area médica, associam seus extratos a
melhoria dos sintomas fisicos e cognitivos da depressdo, seu efeito na reducdo do impacto do
stress no eixo hipotalamico e a inibicdo de mediadores pré-inflamatérios (PANAHI et al.,
2015; QUEIROZ et al., 2016; SIBI; RABINA, 2016).

Além dessas diversas aplicacdes biotecnoldgicas na drea médica com sua
biomassa, o cultivo também tem sido realizado objetivando a produ¢do de biocombustiveis

(PARICHEHREH et al., 2019; SAKARIKA; KORNAROS, 2019).

1.4 Lectinas

Lectinas foram relatadas como sendo encontradas inicialmente em plantas, mas
essas moléculas sao encontradas em todas as classes e familias de seres vivos, de bactérias e
virus a mamiferos (LIENER; SHARON; GOLDSTEIN, 1986).

A primeira defini¢cao do termo lectina foi proposta por Boyd e Shapleigh (1954)
como proteinas que se ligam reversivelmente a carboidratos, aglutinam células e/ou
precipitam polissacarideos e glicoconjugados, embora Stillmark (1888) tenha sido o primeiro
autor a relatar na literatura substancias proteicas em plantas com atividade hemaglutinante.

A definicdo de lectinas vegetais mais utilizada é a proposta por Peumans e Van
Damme (1995), que define essas moléculas como proteinas de origem nao imune, contendo
pelo menos um dominio ndo catalitico capaz de se ligar reversivelmente a mono ou
oligossacarideos especificos, podendo ou nao ter outros tipos de sitios com dominios
cataliticos.

Sampaio (1997) sugeriu, a partir da combinacdo de vdrias defini¢des, que as
lectinas sdo geralmente proteinas de origem ndo imune que se ligam e/ou precipitam
carboidratos e glicoconjugados, exibindo atividade reversivel de ligacdo nao covalente com
carboidratos e substincias que os contém, na forma livre em solucdo ou na superficie das
células sem alterar a estrutura covalente das liga¢des glicosidicas.

No cendrio da biologia molecular e bioquimica, as lectinas emergem como um
grupo diversificado de proteinas que se ligam reversivelmente a carboidratos especificos,
desempenhando papéis cruciais em uma variedade de processos bioldgicos e interacdes
celulares (SAMPAIO; ROGERS; BARWELL, 1998). Desde sua descoberta inicial, as
lectinas tém sido objeto de um intenso escrutinio cientifico devido a sua relevancia em

campos que vao desde a pesquisa fundamental até aplicagdes clinicas e biotecnoldgicas.
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As lectinas, possuindo a capacidade de se ligar a mono e oligossacarideos, sdo
capazes de interagir com diversas moléculas de fluidos biolégicos e receptores de superficie
celular, atuando como decodificadores de informagdes trocadas entre moléculas, células e
organismos, apresentando assim uma variedade de efeitos biol6gicos (SELL; COSTA, 2000).

As lectinas possuem diversas aplicagdes incluindo tipagem sanguinea,
identificacdo de anticorpos e antigenos, reconhecimento de microrganismos patogénicos,
elaboracdo de kits diagndsticos, atividades antivirais, antifingicas e antibacterianas
(CAVALCANTI et al., 2021; COELHO et al., 2017).

O papel fisiolégico das lectinas em algas, microalgas e cianobactérias também
permanece desconhecido, alguns estudos apontam seu mecanismo interno de protecdo da
planta e a acdo toxica em predadores (POVINELI; FINARDI FILHO, 2002). Segundo Hori ef
al., (1996), vérios relatos sugerem que os receptores de lectina na superficie de microalgas
marinhas podem estar envolvidos no reconhecimento celular, adesdo a superficie celular,
simbiose com invertebrados marinhos ou outras algas e fagocitose de virus e bactérias.

Além disso, entre as algas, as microalgas também abrigam um arsenal de lectinas
com potencialidades diversas. A investigacdo das lectinas de microalgas revela suas
implicagdes em processos biotecnologicos (CAVALCANTI et al., 2021). A presenca de
lectinas em microalgas ressalta sua complexidade biolégica e seu envolvimento em interacdes
celulares e reconhecimento, ndo apenas entre as préprias microalgas, mas também em suas
relacOes com outros organismos do ecossistema aqudtico (HORI ez al., 1996).

Diversas microalgas tem sido objeto de estudos preliminares quando a existéncia
de lectinas, como no trabalho de Arekal e Savitha (2021), onde foram avaliadas a A.H. de 40
espécies e a afinidade por carboidratos e glicoproteinas de 15 dessas espécies.

Singh et al. (2018) avaliou 5 espécies de microalgas quanto a A.H e sua afinidade
por carboidratos e glicoproteinas.

Em trabalho anterior, a lectina de C. vulgaris foi objeto de investigacdo quanto a
sua aplicacdo biotecnoldgica em sua capacidade de combater larvas de Aedes aegypti. Outro
estudo trata da aplicacdo de um gel cicatrizante a base de seu extrato purificado (ANDRADE
etal.,2021; CAVALCANTI et al., 2021).

Esses trabalhos encontrados com a lectina de C. vulgaris apresentaram diferentes
massas na andlise por eletroforese, além de outras diferencas durante o processo de
purificacdo e caracterizacdo, como: concentracdo de sal para precipitacdo, afinidade por

acucar e glicoproteinas, pH 6timo, temperatura limite. A exemplo, no trabalho de Cavalcanti
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et al. (2021) a lectina isolada apresentou massa de 17 kDa, por outra parte, na pesquisa de

Andrade et al. (2021) apresentou massa de 36 kDa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Purificar a lectina presente nos extratos de Chlorella vulgaris (LABEC_cv2019) e

caracteriza-la bioquimicamente.

2.2 Objetivos Especificos

1) Detectar e avaliar a atividade hemaglutinante de extratos de microalga, além de
determinar a sua afinidade por carboidratos e glicoproteinas;

i1) Purificar uma lectina de Chlorella vulgaris através de cromatografia liquida;

111) Estimar a massa molecular da lectina por meio de SDS-PAGE.

iv) Avaliar sua estabilidade frente a de temperatura e pH.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Cultivo de Microalgas

A microalga Chlorella vulgaris (Cepa: LABEC_cv2019) foi obtida da cole¢do de
cultura do Laboratério de Bioecologia — LABEC, da Universidade Federal do Ceard — UFC, e
cultivada em meio BBM (CAVALCANTI er al., 2021), contendo em mg.L'l: NaNO3, 250;
KH2POq4, 175; CaCla x 2H20, 25; MgSO04 x 7TH20, 75; KoHPOs, 75; NaCl, 25; EDTA, 50;
FeSO4 x TH20, 4,98; H3BOs, 11,42; ZnSO4 x TH>0, 8,82; NaMoO4 x 2H20, 0,72; CoCl x
6H,0, 0,38; MnCl, x 4H»0, 1,44; CuSO4 x 5H>0, 1,57; tiamina, 10; biotina, 0,1; vitamina
B12, 0,01. O pH foi ajustado em 6,8 em sistema de recirculacdo de 200 litros, a 25 °C e sob
intensidade de luz continua de 52 pmol fotons m 2 s™'. Apés cada ciclo de 21 dias, o cultivo
de microalgas foi centrifugado a 3500 rpm a 4 °C por 15 min, onde fora obtida a biomassa

umida. Sendo congelada e reservada para uso e andlise posterior.

3.2 Preparacao do Extrato Aquoso

No Laboratério de Biotecnologia Marinha — BIOMAR/UFC, a biomassa foi
suspensa em solugio tamponada (100 mg.mL™") de Tris-HCI 20 mM NaCl 150 mM, pH 7,6
(TBS) e submetida a homogeneizacdo em agitador. A suspensdo foi sonicada (200 W) em
banho de gelo com ciclos de 30 segundos e 60 segundos de intervalo. Os extratos obtidos
foram centrifugados a 9.000 xg por 20 min a 4 C e os sobrenadantes denominados extratos

aquosos (EA) testados quanto a atividade hemaglutinante (A.H.).

3.3 Precipitacao de Proteinas do Extrato Aquoso com Sulfato de Aménio

O extrato aquoso foi precipitado por fracionamento em cinco etapas, 0 a 20%, 20
a 40%, 40 a 60%, 60 a 80% e 80 a 100% (v/v) de saturacdo de sulfato de amonio.
Adicionando-se lentamente sulfato de amoénio sélido, mantendo agitacdo constante para
permitir um aumento uniforme da concentragdo e assegurar um equilibrio rapido. O
precipitado de cada concentragdo foi dissolvido em tampao Tris-HC1 20 mM NaCl 150 mM,
pH 7,6 e dialisado contra dgua destilada e a dltima contra tampao Tris-HCI 20 mM, pH 7.,6.
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3.4 Obtencao da fracio rica em atividade hemaglutinante

A obtencdo de uma fracdo rica em atividade hemaglutinante foi realizada segundo
protocolo determinado por Cavalcanti ef al. (2021) com modificagdes. As proteinas soltveis
no extrato precipitado com atividade hemaglutinante foram concentradas e purificadas por
cromatografia de troca idnica. A fracdo precipitada foi aplicada em uma coluna de troca
ionica de HiTrap DEAE FF 1 mL acoplada a um cromatégrafo (AKTA pure). A matriz foi
equilibrada com tampdo Tris-HCI (20 mM, pH 7,6) a uma taxa de fluxo de 1 mL.min!. Os
eluatos foram obtidos com o mesmo tampao e taxa de fluxo, usando um gradiente de NaCl (0-
1 M) e fracdes de 1 mL foram coletadas e verificadas quanto a presenca de proteinas medindo

a absorbancia a 280 nm (A280 nm) e posteriormente por atividade hemaglutinante.

3.5 Preparacao dos Eritrocitos de Coelho

Os eritrécitos foram obtidos de amostras de sangue de coelho. Cada amostra de
sangue foi lavada seis vezes com 10 volumes de solucdo salina (NaCl 150 mM). Apds a
lavagem, uma suspensdo de eritrdcitos a 3% (v/v) foi preparada em solucao salina e utilizada
como eritrdcitos nativos. Os procedimentos experimentais foram realizados de acordo com as
diretrizes internacionalmente aceitas e aprovadas pela Comissio de Etica no Uso de Animais

de Producao (CEUPA 2211202101).

3.6 Ensaio de Atividade Hemaglutinante

O ensaio de atividade hemaglutinante foi realizado em placas de microtitulacdo de
fundo V, aplicando o método da dupla diluicdo seriada conforme descrito por Sampaio e
colaboradores (1998), utilizando eritrdcitos nativos. Primeiramente, foram adicionados 50 pL
de tampao em cada poco e 50 puL. do extrato ou da solugdo lectinica diluidas serialmente, e em
seguida, 50 puL das suspensdes de eritrocitos a 3%, previamente preparados. As placas foram
deixadas em repouso por 1 hora a temperatura ambiente e o resultado observado
macroscopicamente e expresso em titulo de hemaglutinagdo, Unidades de Hemaglutinagao
por mL (U.H.mL""), definida como a quantidade de lectina capaz de aglutinar e precipitar

eritrécitos em uma suspensao apds 1 h.
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3.7 Concentracao de Proteina

A concentragdo de proteina nos extratos e fracdes foram determinadas pelo

método de Bradford (1976) usando albumina sérica humana como padrao.

3.8 Especificidade por Acucares e Glicoproteina

Para o ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante, utilizou-se placas de
microtitulacdo de fundo V, onde foram adicionados em cada pogo 50 uL. de TBS e 50 pL da
solucdo de agucares (100 mM) e glicoproteinas (1 mg.mL'l), diluidos serialmente no mesmo
tampdo. Posteriormente foi adicionado a fracdo P3 com concentragdo capaz de aglutinar
eritrécitos com titulo igual a 4 U.H.mL™!. A placa foi mantida em repouso por 30 minutos em
temperatura ambiente, e posteriormente, um volume igual de suspensdo de eritrécitos a 3%
foram adicionados. Apds 1 hora, as placas foram observadas e os resultados foram expressos
em concentracdo minima de inibidores capazes de impedir a hemaglutinacdo (SAMPAIO;
ROGERS; BARWELL, 1998).

Os seguintes agucares e glicoproteinas foram usados no ensaio de inibi¢cdo: D-
xilose, D-ribose, L-fucose, L-arabinose, L-ramnose, D-galactose (Gal), D-manose, D-glicose
(Glc), D-glucosamina, D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina (GlcNAc), N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc), dcido D-galacturbnico, D-frutose, D-sacarose, D-melibiose, o-D-
lactose, D-lactulose, D-maltose, D-rafinose, metil-a-D-glucosideo, metil-a-D-galactosideo,
metil-B-D-galactosideo, metil-B-D-tiogalactose, fenil-B-D-galactosideo, 4-nitrofenil-a-D-
galactosideo, 4-nitrofenil-p-D-galactosideo, 2-nitrofenil-f-D-galactosideo, mucina submaxilar
bovina (BSM) e mucina do estdbmago suino (PSM) tipo II e tipo III as mucinas foram

adquiridas na Sigma Aldrich, lotes M3895 e M1778, respectivamente).

3.9 Efeito da Temperatura e pH na Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi realizada contra eritrocitos de coelho. O efeito da
temperatura na lectina foi avaliado na faixa de 30 a 100 °C por 30 min. Amostras incubadas a
25 °C por 30 min foram usadas como controle e a porcentagem sobre a unidade de

hemaglutinacdo a 25 °C foi considerada 100%.
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O efeito do pH na atividade hemaglutinante foi avaliado em diferentes tampdes
(faixa de pH 4,0-10,0). O pH 6timo da lectina foi determinado pela incubacio em diferentes
tampdes de pH 4,0-10,0 a 25 -C por 60 min. Os seguintes tampdes 100 mM) foram usados:
tampao citrato fosfato para pH 4,0-6,0, tampao Tris-HCI para pH 6,0-9,0 e tampao glicina-
NaOH para pH 9,0-10,0. Todos os tampdes continham NaCl 150 mM. Amostras incubadas
com tampao (20 mM, pH 7,6) foram usadas como controle e a atividade hemaglutinante foi
expressa em termos de porcentagem sobre a unidade de hemaglutinagdo por mL em

comparag¢do ao controle.

3.10 Estimativa da massa molecular

O grau de pureza e a massa molecular aparente da lectina, sob condi¢do
desnaturante, foram estimadas em gel de poliacrilamida/dodecil sulfato de s6dio (SDS-PAGE,
poliacrilamida 15%), na presenga e auséncia de B-mercaptoetanol, seguido de coloragdo com
Coomassie Brilliant Blue (LAEMMLI, 1970).

As amostras foram preparadas em tampao de amostra (Tris 80 mM, glicerol 10%,
azul de bromofenol 0,01% e SDS 2%) e aplicados 10uL em cada pogo do gel. O sistema foi
submetido a uma corrente elétrica de 25 mA e tensdo de 150 V, por 1 hora. Um marcador com
proteinas de massas moleculares conhecidas, foi utilizado como padrdo de referéncia para
estimar a massa molecular aparente (Albumina Sérica Humana — HSA, 66 kDA; Lectina

recombinante de Solieria filiformis, 30 kDa; Lectina da Chondrilla caribensis, 15 kDa).
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Precipitacao de Proteinas do Extrato Aquoso com Sulfato de Amonio

A primeira etapa da purificacdo foi a precipitacdo em sulfato de amonia. O extrato
bruto obtido foi submetido a precipitacdo em sulfato de amodnia em cinco fragdes, com valores
de saturacdo crescentes 0-100% para determinar em qual fragdo precipitada haveria maior
concentracdo de atividade hemaglutinante. Foi observado que fracdo saturada de 0-60%
apresentou atividade hemaglutinante (titulo 2°), enquanto as fracdes 60-80% e 80-100% ndo
apresentaram atividade.

Segundo Carvalho (2015), a precipitacdo de proteinas pode ser alcangada por
varios métodos como: 4cidos (ex.: dcido acético), solvente organico (ex.: acetona) ou sal (ex.:
sulfato de amonia). A precipitagdo com sulfato de amonia é a mais amplamente usada como
protocolo inicial devido principalmente seu baixo custo. Tal método de precipitacio (salting-
out) € baseado na camada de solvatacdo, devido a exclusdao do cossolvente da camada de
dgua, associada com a proteina por sua caracteristica hidrofilica.

A precipitacdo por sulfato de amonio é uma técnica comumente utilizada na
concentracdo € como passo preliminar na purificagdo de lectinas nas lectinas do género
Chrorella. Andrade et al. (2022) analisando compostos bioativos de C. vulgaris (UTEX,
1803) obteve a maior concentracdo proteica na fragdo precipitada com 0-60% sulfato de
amonio. De modo similar, a lectina da C. pyrenoidosa foi obtida por precipitacdo com 0-75%
de sulfato de amonio (YI; PING; YANRU, 2003). Em contraste com outros resultados,
Cavalcante e colaboradores (2021), durante a purificacdo da lectina de C. vulgaris (UTEX,
1803), observaram que a unica fracdo que apresentou A.H. foi a 60-80% de sulfato de
amonio. Em outra purificacdo, com C. sorokiniana, a fracdo com melhores resultados foi a

com 60-70% (ROOPASHRI; DIVYASHREE; SAVITHA, 2023).

4.2 Cromatografia de Troca Ionica

A precipitacdo obtida com uma saturagdo de sulfato de amoénia 0-60% foi
submetida a didlise e entdo aplicada a uma coluna de cromatografia de troca i6nica HiTrap

DEAE FF 1 mL acoplada no AKTA pure™. O perfil de elui¢do da cromatografia é mostrado
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na Figura 1, demonstrando 4 picos distintos, que foram dialisados e liofilizados. As fragdes

foram analisadas posteriormente mediante SDS-PAGE e Atividade Hemaglutinante.

Figura 1 - Cromatografia de troca i6nica da fragao 0-60% em coluna HiTrap DEAE FF acoplada ao sistema
cromatografico (AKTA). A coluna foi equilibrada em tampao TBS 20 mM pH 7,6.
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Fonte: Autor (2023).

Todos os picos apresentaram atividade hemaglutinante, sendo que P3 apresentou
maior atividade (Tabela 1)

Tabela 1 - Atividade hemaglutinante das Fra¢des de Chrorella vulgaris contra eritrcitos de coelho.

Fracdo Titulo
Extrato 23
F0/60 2’
P1 23
P2 23
P3 24
P4 24

P(1-4): Picos obtidos a partir de cromatografia de troca i6nica (AKTA), dialisados e liofilizados.
Fonte: Autor

No estudo aqui realizado, o maior titulo de A.H., encontrado no pico P3 da
cromatografia, foi de 2, evidenciando uma menor pureza e ou menor concentracio da lectina

de interesse em comparacio com outros estudos com a mesma espécie.
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Cavalcanti et al. (2021) verificou que lectinas purificadas a partir da biomassa de
C. vulgaris cultivada sob condicdes autotréficas apresentam A.H > 2°°. Do mesmo modo,
Melo et al. (2019) encontrou A.H. > 2* no extrato de cultivo mixotréfico de C. vulgaris.
Nota-se que as condi¢gdes de cultivo também podem alterar de forma significativa a produgdo
de alguns compostos/metabolitos nas microalgas, j& que em comparacdo com os demais
estudos, o realizado aqui obteve uma A.H. de apenas 2° em seu extrato.

A A.H. também pode ser afetada pelo dia de crescimento do cultivo, para Singh et
al. (2018) o melhor dia de cultivo de C. vulgaris ficou entre o 17 e 22° dia, sendo esse o
momento de colheita preferencial, onde se acumulard o méximo da lectina. Seu extrato apesar
de obter apenas um titulo de 25 como resultado, as células ndo foram lisadas, de modo que

apenas as lectinas presentes na parede extracelular estavam servindo de ligantes.

4.3 Estimativa e Determinacao da Massa Molecular

Os picos P2 e P3 foram submetidos a eletroforese SDS-PAGE na presenca e

auséncia de B-mercaptoetanol (Figura 2).

Figura 2 - Eletroforese em Gel de poliacrilamida a 15% na presenca de SDS dos picos P2 e P3 oriundos da
cromatografia de troca i6nica.

yore - 66kDa

! -

2 - 30kDa
—_ 15kDa

1. P2 sem 2-mercaptoetanol; 2. P2 com 2-mercaptoetanol; 3. P3 sem 2-mercaptoetanol; 4. P3 com 2-
mercaptoetanol; 5. Marcadores: Albumina Sérica Humana — HSA, 66 kDA; Lectina recombinante de Solieria
filiformis, 30 kDa; Lectina da Chondrilla caribensis, 15 kDa; 6. P4 sem 2-mercaptoetanol; 7. P4 com 2-
mercaptoetanol.

Fonte: Autor (2023).
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As fracdes P2 e P3 ndo se apresentaram homogéneas, sendo observadas diversas
bandas entre 30 e 60 kDa. No entanto, no P3 também apresentou uma banda de massa
aparente de 15 kDa, e em comparacdo dos dados obtidos com e sem a presenca de [-
mercaptoetanol, na qual ndo houve alteragdo da migracdo na presenca de redutor, sugerindo
que essa banda proteica ndo possui pontes dissulfeto intercadeia. No trabalho de Cavalcanti et
al. (2021), a lectina de C. vulgaris apresentou um tamanho de 17 kDa mediante exclusdo
molecular. Em outro trabalho de diferentes autores, também com a lectina de C. vulgaris,
encontraram uma lectina de 36 kDa na eletroforese, nesse a atividade hemaglutinante foi
maior que 2° para eritrécitos humanos do tipo B (ANDRADE, et al. 2021).

A lectina estudada, apresentou relativa baixo peso molecular, 15kDa.
Notadamente, algas, microalgas e cianobactérias, em comparacdo com lectinas de plantas
terrestres € animais, possuem baixo peso molecular , como exemplo temos: Chlorella
sorokiniana 40 kDa (AREKAL et al., 2023), Spirogyra spp. 56 kDa (OLIVEIRA et al.,
2017), Chlorella pyrenoidosa 15 kDa (YI; PING; YANRU, 2003), as cianobactérias
Microcystis aeruginosa 57 kDa (YAMAGUCHI et al., 1998), Microcystis viridis 12,2 kDa
(YAMAGUCHI et al., 1999), Oscillatoria agardhii 13 kDa (SATO et al., 2000) e Scytonema
varium (9,7 kDa; BOKESCH et al., 2003). A titulo de comparacdo, as lectinas tipicas de
leguminosas apresentam massa molecular de 25 a 30 kDa (KATOCH; TRIPATHI, 2021).
Geralmente, as lectinas de macroalgas apresentam como caracteristica uma baixa massa

molecular em comparagdo com lectinas de plantas e animais, com tamanhos variando de 9 a

25 kDa (COSTA FILHO, 2024).

4.4 Sumairio de Purificacio de Proteina

O extrato de Chlorella vulgaris aglutinou eritrécitos de coelho e apresentou um
titulo de 2° e foi submetido para etapas de purificacio como o fracionamento por sulfato de
amonio 0-60% e dialisado. O pico P3 de C. vulgaris obtido pela purificacdo por cromatografia
de troca idnica, com coluna HiTrap DEAE FF, revelou uma atividade de aglutinacio de 2%*
(Tabela 2). Mesmo com um baixo rendimento de 0,31%, resultou em uma alta atividade

especifica (U.H/mg de proteina) sugerindo uma alta concentragio da proteina de interesse.



28

Tabela 2 - Tabela de purificagdo (Concentragdo de proteinas soluveis).

Proteina Atividade Atividade
Volume  Proteina Total  Hemaglutinante Especifica Rendimento  Purificagdo
(mL) (mgmL')  (mg) (U.H./mL) (UH.mg™") (%) X)
Extrato 600 0,19 111,04 32 172,92 100% 1,00
F0/60 250 0,03 8,47 32 944,44 7,6% 5,50
P3DEAE 1 0,35 0,35 16.777.216 48.621.321,51 0,31% 281.181,00

Fonte: Autor.

De acordo com a Tabela 2, o extrato aquoso € onde se tem a maior quantidade de
proteina total. Nota-se que jd na primeira fase da purificacdo (FO/60) houve uma redugcdo em
mais de 90% da proteina total, mas a atividade especifica por sua vez aumentou em mais de
cinco vezes, evidenciando que a proteina de interesse estava sendo concentrada. Apds a fase
de cromatografia (P3DEAE) apenas 0,35 mg.mL! de proteina foi mantida, contudo a
atividade hemaglutinante especifica cresceu de modo exponencial, demonstrando que essa foi
uma etapa solida no processo de purificacdo da lectina. Apesar do rendimento final ser de
apenas 0,31%, a purificacdo foi superior a 2,81x10° vezes.

Em um trabalho diferente do escopo, relatando vegetais, contudo relatando
processo de purificacdo de lectina. Na purificacdo da lectina de Curcuma zedoaria, a fragao
20-60% de sulfato de amonio foi submetida a cromatografia de troca idnica em coluna Q-
Sepharose que levou a um aumento de 3,3 vezes da atividade especifica. Quando a fragdo Q1
de Q-Sepharose, foi submetida a préxima fase, com coluna de filtracio em gel Superdex75,
esta etapa levou a uma purificacdo de 8,7 vezes. Na terceira fase de purificacdo, quando a
fracdo Q1s2-Superdex75 foi submetida a cromatografia HPLC de fase reversa em coluna C8,
essa etapa levou a uma purificacdo de 77,0 vezes com aumento da atividade especifica da
lectina (TIPTHARA et al., 2007).

De modo similar, mas apenas com duas fases na purificacdo da lectina de rizomas
de Curcuma longa, o extrato homogeneizado de rizoma bruto foi submetido a precipitacao
com sulfato de amonio com saturagdo de 80% reduzindo o total de proteina em cerca de 3,5
vezes, mas aumentou ligeiramente a atividade especifica da lectina em 3,7 vezes. A fase
seguinte com cromatografia de afinidade em coluna Sepharose o aumento da atividade
especifica foi substancial, em 91,9 vezes (PETNUAL; SANGVANICH; KARNCHANATAT,
2010).

J4 na purificagdo da lectina da alga Vidalia obtusiloba o tratamento do extrato

bruto de com sulfato de amoénio saturado a 0/60% levou a uma purificacido de 4,5 vezes da
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atividade especifica da lectina. Quando a fracdo de sulfato de amdnio 0/60% foi submetida a
cromatografia de troca idnica em coluna DEAE-celulose, e posteriormente eluida com a
adicao de NaCl 0,5 M. Esta etapa levou a uma purificacdo de 16,5 vezes. Essas duas fases de
purificacdo foram eficazes na eliminacdo de pigmentos e compostos de pequeno peso
molecular e na concentragdo da lectina. Quando a fracdo DEAE foi submetida a
cromatografia de afinidade em coluna preenchida com goma de guar reticulada, toda a
atividade hemaglutinante foi ligada ao gel e posteriormente eluida com glicina-HC1 0,1 M, pH
2,6, contendo 0,15 M de NaCl. Essa etapa levou a uma purificacdo de 20,6 vezes com
aumento da atividade especifica da lectina. Demostrando que passos adicionais puderam

concentrar melhor a lectina e remover o material acompanhante (MELO et al., 2004).

4.5 Especificidade de Actcar e Glicoproteina

Foram testados 36 acucares diferentes, apenas a D-Glicosamina a 3,12 mM foi
capaz de inibir a atividade hemaglutinante. Cavalcanti et al. (2021) em seu trabalho com a
lectina de C. vulgaris obteve inibicdo com monossacarideos, onde nove deles resultaram
positivos em afinidade: D-glucose, D-galactose, D-frutose, L-ramnose, D-Rafinose, D-Xilose,
D-Lactose, D-Maltose, D-N-acetil-D-glucosamina.

Singh et al. (2018) testou 35 carboidratos contra o extrato de C. vulgaris,
encontrando resultados positivos quanto a afinidade em 13 deles: L-Fucose; D-Galactose; D-
Manitol; D-Lactose; D-Sacarose; acido-D-Galacturonico; acido neuraminico; acido N-
Glicolilneuraminico; N-Acetil-D-galactosamine; Fetuina; Asialofetuina; Mucina submaxilar
bovina e de estomago suino.

Em outro estudo com diversas microalgas, de 16 carboidratos testados, apenas D-
frutose e L-estaquiose resultaram positivos em afinidade para hemaglutinina de C. vulgaris
(AREKAL; SAVITHA, 2021).

Com a microalga C. pyrenoidosa, cinco glicoproteinas testadas mostraram efeitos
inibitérios: c-globulina, asialofetuina, fetuina, mucina e manana de levedura, os demais
carboidratos testados nio inibiram (CHU; HUANG; LING, 2006).

Para Singh e Walia (2018) um dos fatores que pode afetar a especificidade de
ligacdo aos carboidratos € a alteracdo do valor do pH, por afetar a ionizacdo dos residuos de

aminodcidos na molécula da proteina. Em conjunto, os dados de inibi¢do apontam para uma
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diversidade de especificidade das lectinas presentes nos extratos do género Chrorella,

sugerindo a existéncia de diferentes lectinas.

4.6 Efeito da Temperatura e pH na Atividade Hemaglutinante da Fracao P3

A atividade da fracdo P3 foi testada quanto a temperatura. A A.H. nas
temperaturas de 30 a 60 °C se manteve constante, perdendo atividade a partir dos 70 °C

(Figura 3).

Figura 3 - Efeito da temperatura na estabilidade da atividade da fracao P3.
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Fonte: Autor.

No estudo de Cavalcanti et al. (2021) a lectina de C. vulgaris, manteve a A.H. até
0s 50 °C por 90 minutos, a 60 °C por 60 minutos reduziu sua atividade em 50% e aos 70 °C
foi abolida completamente apos 30 minutos.

A lectina de Tetradesmus obliquus apresentou atividade Otima em temperatura
entre 20 e 50 °C, também nio foi afetada pela exposi¢ao a temperatura de 50 °C por 90 min,
mas diminuiu rapidamente, atingindo 6,25% do valor controle, quando aquecida a 60 °C por
30 min e foi totalmente abolida quando a lectina foi aquecida a 70 °C por 30 min (SILVA et
al., 2020).

De modo diferente, a lectina da Chlorella pyrenoidosa (15 kDa) foi tolerante a
alta temperatura e sua atividade pode ser mantida quando aquecida a 90 °C por 10 min (YI;

PING; YANRU, 2003). Lectinas com baixa massa molecular sdo mais termoestaveis devido a
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sua estrutura tridimensional e presenga de cisteinas formando ligacdes dissulfeto (NAGANO
et al., 2002; NASCIMENTO et al., 2006).

Quanto ao pH, na faixa de 4 a 5 a A.H. de da fracdo P3 se manteve, sendo
considerado a faixa 6tima. A partir do pH 6 a atividade relativa diminuiu abaixo de 50%,
resultando nos pH 6, 7 e 8 com percentuais de atividade remanescentes de 25,0; 12,5; e 1,56%

respectivamente, abolindo a atividade completamente a partir do pH 9 (Figura 4).

Figura 4 - Efeito do pH na estabilidade da atividade da lectina.
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Fonte: Autor.

No estudo de Cavalcanti et al. (2021) a lectina de C. vulgaris manteve a A.H. no
pH entre 4,0 e 9,0, perdendo completamente a atividade a partir do pH 10,0.

Diferente do encontrado com a fracdo estudada aqui, que seu pH o6timo se
encontrou totalmente no perfil 4cido, a lectina purificada de T. obliquus mostrou melhor A.H.
no pH entre 7,0-7,5 (SILVA et al., 2020). Do mesmo modo a lectina de Chlorella
sorokiniana demonstrou um pH 6timo em 7,0 e 8,0, ambas indicando uma tendéncia neutra-
alcalina (AREKAL et al., 2023).

Extremos de pH podem alterar a estrutura original da lectina devido a mudancas
no estado de ioniza¢do de residuos de aminodcidos, o que pode levar a desnaturacdo da

lectina, desse modo ocorrendo a redugdo ou perda da A.H.
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5 CONCLUSAO

A lectina presente na microalga foi parcialmente purificada, precipitando com 0-
60% de concentragao de sulfato de amodnio, sua A.H. alcancou titulo de 22 mostrou afinidade
a D-Glicosamina, 6timo pH entre 4-5 e estabilidade térmica a 60 °C. Os dados obtidos com a
lectina parcialmente purificada a partir da cepa (LABEC_cv2019) de Chrorella vulgaris,
apresentam diferencas bioquimicas de outras lectinas estudadas de diferentes cepas de C.
vulgaris (ex. UTEX 1803) como a especificidade, estabilidade frente a pH e temperatura,
evidenciando que pode existir expressdo diferenciada tanto por conta de serem cepas
heter6logas como também possivelmente quanto as diferentes condi¢des de cultivo.

Outros passos cromatograficos de refinamento, como a de exclusdo molecular,
poderiam teoricamente melhorar a purificacdo. Percebe-se que C. vulgaris € uma das
microalgas que pode se tornar fonte natural de producdo de lectinas ou de outro metabdlito de
interesse. Ademais, estudar variacdes entre os métodos de purificacdo de suas proteinas pode

auxiliar na obtenc@o de um melhor rendimento e pureza da lectina presente.
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