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RESUMO

As lectinas séo proteinas que possuem a capacidade de se ligarem reversivelmente
a carboidratos, apresentando uma ampla variedade de atividades bioldgicas. Essas
proteinas estdo presentes em guase todos 0s organismos Vivos. Diversas lectinas
foram isoladas e posteriormente caracterizadas de varios peixes. O Thalassophryne
nattereri € um peixe peconhento que habita a regido Norte e Nordeste do Brasil e é
uma rica fonte de lectina, a qual pode ser encontrada em sua peconha. Dentre as
atividades biol6gicas que as lectinas podem apresentar destaca-se a atividade
antimicrobiana, que consiste na capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos. Assim, a presente pesquisa teve como objetivo purificar e
caracterizar uma nova lectina encontrada no peixe T. nattereri e avaliar a atividade
antimicrobiana dessa lectina sobre os microrganismos de importancia médica. A
lectina denominada TnSL foi isolada através da cromatografia de gel de filtracdo
(FPLC, Sephacryl S-100, Tris-HCI 50mM NacCl 0,5M, pH 8,0) do extrato bruto do muco
do peixe, obtido através da raspagem da pele do peixe. A presenca da proteina na
amostra foi verificada através da atividade hemaglutinante (AH). TnSL foi
caracterizada por eletroforese em gel de poliacrilamida contendo sulfato sédico de
dodecila (SDS-PAGE 12%), além de teste de inibicdo de carboidratos, estabilidade
térmica e avaliacdo da estabilidade em diversos valores de pH e a ions. A atividade
antimicrobiana da lectina sobre o crescimento dos microrganismos foi avaliada através
da determinacdo inibitoria minima (MIC) em bactérias e fungos. A cromatografia em
gel de filtracdo mostrou um Unico pico de proteina com atividade hemaglutinante e o
SDS-PAGE 12% revelou uma Unica banda de aproximadamente 20kDa. TnSL
apresentou estabilidade témica e a diferentes valores de pH. Trata-se de uma lectina
Ca-independente com atividade bacteriostatica, porém ndo apresentou atividade
antifangica contra as leveduras testadas. Nesse contexto, um Unico passo
cromatografico resultou em uma nova lectina presente nessa espécie de peixe, que
foi isolada pela primeira vez através deste trabalho, cujo potencial antimicrobiano e

biotecnolégico esta em estudo.

Palavras-Chaves: Lectina, Muco, T. nattereri, Bactéria, Fungo.



ABSTRACT

Lectins are proteins that have the ability to bind reversibly to carbohydrates and
exhibit a wide variety of biological activities. Furthermore, these proteins are present
in almost all living organisms, several lectins were isolated and subsequently
characterized in various fish. The Thalassophryne nattereri is a venomous fish that
inhabits the North and Northeast Brazil and is a rich source of lectin, which can be
found in its venom. Among the biological activities that have lectins is antimicrobial
activity, which is the ability to inhibit the growth of microorganisms. Thus, this research
aimed to purify and characterize a new lectin found in T. naterreri fish and evaluated
the antimicrobial activity of lectin on microorganisms of medical importance. The lectin
called TnSL was isolated by filtration gel chromatography (FPLC, Sephacryl S-100,
50mM Tris-HCI 0,5M NaCl pH8,0) from the crude extract of the fish mucus, obtained
by scraping the fish skin. The presence of protein in the sample was verified by
hemagglutination activity (HA). TnSL was characterized by polyacrylamide gel
electrophoresis containing sodium dodecyl sulfate (SDS-PAGE 12%), as well as
carbohydrate inhibition test, thermal stability and evaluation of stability at various pH
and ion values. The antimicrobial activity of the lectin on the growth of the
microorganisms was evaluated by determining the minimum inhibitory concentration
(MIC) in bacteria and fungi. Filtration gel chromatography showed a single protein peak
with hemagglutinating activity and 12% SDS-PAGE revealed a single band of
approximately 20kDa. TnSL presented thermal stability and at different values of pH.
It was a Ca-independent lectin with bacteriostatic activity, but did not showed antifungal
activity against the yeasts tested. In this context, a single chromatographic step
resulted in a new lectin present in this fish species, which was isolated for the first time

through this work, whose antimicrobial and biotechnological potential is under study.

Keywords: Lectin, Mucus, T. nattereri, Bacteria, Fungi.



LISTA DE SIGLAS

AH: Atividade hemaglutinante;

AHE: Atividade hemaglutinante especifica;

AJL-1: Lectina da Anguilla japonica 1;

AJL-2: Lectina da A. japonica 2;

Asn: Asparagina;

Asp: Acido aspartico;

BHI: Brain Heart Infusion;

Ca?*; Célcio;

CLTD: Dominio semelhante a lectina tipo C;

CMF: Concentragdo Minima Fungicida;

CMI: Concentracdo Minima Inibitoria;

ConCL-s: Lectina da pele de Conger myrister ;

CRD: Dominio de Reconhecimento de Carboidratos;
CRD RBL: Dominio tipo lectina ligadora de L-rhamnose;
CSL: Lectina de salméo cao;

CTL: Lectina tipo-C;

DDD: Dispositivos de entrega de drogas;

EPN: Residuos de acido glutamico, prolina e asparagina,
FHL: Lectina flathead;

GIn: Glutamina;

PFL-1: Lectina de ponyfish 1;

PFL-2: Lectina de ponyfish 2;

PRR: Receptores de Reconhecimento de Patdgenos;
QDNVY: Residuos de glutamina, acido aspartico, asparagina, valina e tirosina;

QPD: Residuos de glutamina, prolina e acido aspatico;



RBL: Lectina ligadora de L-rhamnose;

RPMI: Roswell Park Memorial Institute

STL: Lectina de Salvelinus leucomaenis;

Tyr: Tirosina;

Val: Valina;

WND: Residuos de triptofano, asparagina e &cido aspartico;

YPD: Yeast extract — Peptone — Dextrose.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacdo esquematica da interacdo da lectina com um carboidrato.

Figura 2 - Representacdo esquematica de aglutinacdo de bactérias mediada por

[<Yo1 1] g = LT 29

Figura 3 - Representacdo esquematica do processo de atividade hemaglutinante e

sua inibicdo por carboidratos [IVIES. ........ciii i i i 29
Figura 4 - Peixe sapo (Thalassophryne nattereri). ............ceveeiiiiieiiiiiiiiiiiii e, 30
Figura 5 - Aparato e mecanismo de inoculacdo da peconha do T. nattereri. ............ 31

Figura 6 - Cromatograma da purificacdo da lectina TnSL em coluna de gel de filtracédo
Sephacryl S-100 (GE Healthcare) eluida em Tris/HCI 50 mM, pH 8,0, 0,5 M NacCl. .36

Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%. ..................... 37



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Tabela de Purificag8o de TNSL. ... 37
Tabela 2 - Inibicdo da Atividade Hemaglutinante (IAH) com carboidratos. ............... 40
Tabela 3 - Atividade antibacteriana da do extrato e peconha de T. natereri. ............ 41

Tabela 4 - Atividade antibacteriana da lectina do T. natereri (TNSL)............ccceeeennnn. 42



LISTA DE GRAFICOS

Gréfico 1 - Estabilidade térmica da TNSL. ......cccovvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeee 38
Grafico 2 - Estabilidade da TnSL frente a diferentes valores de pH. .............. 39

Grafico 3 - Estabilidade de TnSL na presenca de ions metélicos................... 39



SUMARIO

TINTRODUGAO ...ttt ettt et e et e et eeaesaeeae s 12
L O o] 1= (1Yo 1 PP PPPPPPPPPPP 13
1. 1.1 0DbJetivo Geral ..o 13
1.1.2 Objetivos ESPECIfiCOS .............uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii e 13
2 LECTINAS ... 14
2.1 Lectinas dO MUCO A€ PEIXES .....ccevvuuiiiiiiee et 16
2.2 Classificagao das lectinas do muco de peiXes ........ccccccvvvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee 18
2.2.1 GaleCHNAS ... 19
222 Lectinatipo C.......ooooiiiiiiiii 21
223 Lectina tipO Lily ........oeniiiiii 23
2.2.4 Lectina ligadora de L-rhamnose ................ccoiiiiiiiiiiiiiii 24
2.2.50Utras 1eCtiNAS ...........coiiiiiiiii 25
2.3 Propriedades bioldgicas e potencial biotecnoldgico de lectinas de muco de peixes
.................................................................................................................................. 26
2.4 Purificaga@o de 1€CHNAS. .........ccoiiiiiece e 28
2.5 ThalaSSOPAIYNE NAEIEli.............ciiiiiiiii i e 30
3MATERIAL E METODO ........ooiiiiiieieieeeee et 33
1 00 =5 = T~ Lo o (o 1 o 11 o o P 33
I T38|V, o o] o F= T o 1= o 1 o 1= PPN 33
3.3 Isolamento da lectina da secrecao de T. natterefi..........ccccccouuveeiiiiiiiiiiiiiiiineenenn, 33
3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida .............cooovviiiiiiiciiiieee e, 33
3.5 Atividade hemaglutinante (AH) ... 34
3.6 Ensaio de Bradford para quantificag@o proteica..............ccccovvvvviiiiiiicciiieeiiinn, 34
3.7 Ensaio de especificidade de carboidratos ............ccooeeiiiiiiiiiiiiiiic e 34
3.8 Avaliagdo de estabilidade térmica e efeito do pH e dos ions na atividade
NEMAGIULINANTE ... 34
3.9 Avaliagéo de atividade antimicrobiana.............cooouuuiiiiiiiiiiiiiiii e 35
3.9.1 Atividade Antibacteriana..................ccoooo i 35
3.9.2 Atividade Antifangica..................ooo i 35
4 RESULTADOS E DISCUSSOES ...........cocooviiiiiiicce e 36

4.1 Purificagdo e identificagdo da lectina ............coevvvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeee 36



4.2 Determinacao da estabilidade térmica e efeito do pH e ions na atividade

NEMAGIULINANTE ... 38
4.3 Inibi¢cao da atividade hemaglutinante ..............ccccoiiiiiiiiii e, 40
4.4 Ensaio da atividade antibacteriana...............ccooiiiiiiiiiiiiiiiii e 41
4.5 Ensaio da atividade antifUngica...........ccoovrriiiiiiiii e 42
3 o301 [od I U157 Yo TP 43

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS .......oooooeeeeeeeeeeeeeeeee e eeee e 44



12

1 INTRODUCAO

As lectinas representam um grupo heterogéneo de proteinas que variam
amplamente em tamanho, estrutura, organizacdo molecular, bem como na
constituicdo de seus sitios de interacdo (FARIAS, 2013). A capacidade de se ligarem
de maneira seletiva e reversivel aos carboidratos, permitem que essas proteinas

desempenhem uma ampla variedade de atividades bioldgicas.

As lectinas foram descritas primeiro por Stillmark em 1888, que observou a
aglutinacdo de hemacias enquanto estudava o efeito toxico de extratos de Ricinus
communis (mamona) no sangue, devido a uma proteina extraida conhecida por ricina.
Esta descoberta marcou o inicio das pesquisas envolvendo lectinas (KENNEDY et
al.,1995 apud GOMES, 2009). Contudo, o estudo sobre estas proteinas comecou a
ser impulsionado apenas em 1960, ampliando as possibilidades de aplicacao para as
lectinas (GABOR, BOGNER, et al., 2004).

Este reconhecimento entre proteinas e carboidratos é de importancia
fundamental em muitos processos biol6gicos como infec¢des virais, bacterianas, de
micoplasmas e de parasitas, na marcacao de células, fertilizacdo, metastases e no

crescimento e diferenciagéo celular (PARK, KIM, et al., 2000).

Thalassophryne nattereri € um peixe peconhento que habita o Norte e Nordeste
do Brasil, pertencente a familia Batrachoididae. Responsavel por inUmeros casos de
acidentes com humanos, principalmente pescadores. Este animal é uma rica fonte de
lectina, que pode ser encontrada tanto na peconha desse peixe quanto ho muco que

recobre o seu corpo.

Lectinas encontradas em peconha de animais tém sido objeto de alguns
estudos (LOPES-FERREIRA, MAGALHAES, et al., 2011); (MAGALHAES, LOPES-
FERREIRA, et al., 2005), visando compreender as vias de inducao de resposta imune
(KOMEGAE, RAMOS, et al., 2011), isolamento e caracterizacdo (GUIMARAES-
GOMES, OLIVEIRA-CARVALHO, et al., 2004). Contudo sua interagdo com
microrganismos é pouco explorada (NUNES, DE SOUZA, et al., 2011).

Complicacdes decorrentes de infec¢des por fungos ou bactérias, assim como,

a busca por produtos bioativos que venham a reduzir esses tipos de infeccdes
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consistem em um desafio para a medicina e para a ciéncia até os dias atuais. Dessa
forma, o desenvolvimento de pesquisas que visem investigar a interacao entre esses
microrganismos e as lectinas torna-se um grande aliado na ciéncia na busca de

compostos que possa combater as infecgdes por microrganismos.
1.1 Objetivos
1.1.1 Objetivo Geral

Isolar, caracterizar e avaliar a lectina a do muco do peixe Thalassophryne
nattereri quanto a atividade antimicrobiana contra microrganismos de importancia

médica.
1.1.2 Objetivos Especificos

e |solar a lectina da secrecao de T. nattereri;

e Caracterizar a lectina obtida quanto ao perfil proteico e efeito de ions,
temperatura e valores de pH na atividade hemaglutinante da lectina;

¢ Avaliar a atividade antimicrobiana da lectina isolada da secrecéo de T. nattereri;

e Determinar a concentracdo minima inibitéria (CMI) e a concentracdo minima
fungicida (CMF);
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2 LECTINAS

Segundo Rodwell, Bender et al. (2017) as lectinas séo proteinas de origem néo
imunolégica capazes de aglutinar células através de sua interagdo especifica e
transitéria com os carboidratos presentes na superficie celular. Como bem nos
assegura Nelson e Cox (2014), as lectinas séo proteinas capazes de decifrar o cédigo
dos carboidratos e participam de muitos processos biolégicos, como no combate as

infecgdes em gerais, reconhecimento, sinalizagéo e adeséo celular.

Para Maciel Carvalho, Bezerra et al. (2012, p. 880) as lectinas servem para
muitos propdésitos. Na imunidade inata, por exemplo, essa molécula funciona como
receptores de reconhecimento de patdégenos (PRPs), induzindo a proliferacdo de
linfécitos, opsonizacdo, fagocitose ou ativacdo do complemento. Essas proteinas
identificam células estranhas como "ndo-propria” através do reconhecimento de
carboidratos expressos na superficie celular dos patdgenos e subsequentemente

induzem sua destruicao por ativacdo do complemento e/ou células fagocitarias.

Por esses motivos que as lectinas tem despertado o interesse de muitos
pesquisadores, que veem nessas moléculas um grande potencial biotecnologico. Uma
vez que elas podem ser utilizadas como receptores de reconhecimento moleculares,
ativador do sistema complemento, inibidores celulares, adjuvantes no processo de

deteccdo e separacédo de glicoproteinas entre outras aplicacdes.

As lectinas reconhecem e interagem de maneira seletiva e bastante especifica
com os carboidratos presente na superficie celular através da media¢do dos dominios
de reconhecimento de carboidratos (CDR) por intermédio de ligacdes ndo covalentes,
como ligagBes idnicas, de hidrogénio, hidrofobicas e de Van de Walls (DA SILVA,
2018) (Figura 1). Cita-se, como exemplo, a lectina presente no soro de um peixe
Amazoénico (Colossoma macropomum), também conhecido como Tambaqui, que tem
a capacidade de reconhecer os carboidratos presentes na superficie celular das
bactérias patogénicas de peixes de agua doce, inibindo o crescimento desses
microrganismos (MACIEL CARVALHO, BEZERRA, et al., 2012).
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Figura 1 — Representacédo esquematica da interacdo da lectina com um carboidrato.

Lectina [ |

Ligacdes de Hidrogenio, Hidrofobicas
e de Van Der Waals

Fonte: Adaptado de PROCOPIO, MOURA, et al., 2017.

Ainda para Maciel Carvalho, Bezerra et al. (2012), as lectinas estéo presentes
na natureza e, devido a sua propriedade Unica de reconhecer carboidratos, elas
podem se ligar a aglcares presente na superficie da célula desempenhando varios
processos celulares, como reconhecimento celular, simbiose, opsonizacdo e
apoptose. Estas caracteristicas tém sido utilizadas em varias aplicacbes
biotecnolégicas como em estudos de proliferacdo de linfocitos, atividade

antimicrobiana e regeneracao celular.

Nesse sentido, as lectinas permitem identificar a presenca de patégenos e/ou
moléculas-alvos em estudos variados. A exemplo disso tem-se o uso das lectinas para
testes diagnésticos, onde as lectinas sédo capazes tanto de identificar diretamente os
patdgenos, quanto séo eficientes para diferenciar entre suas formas de vidas, bem
como reconhecer padrdes de glicosilacdo entre células normais de tumorais
(GHAZARIAN, IDONI e OPPENHEIMER, 2011); (WATANABE, NAGANUMA, et al.,
2013); (WILSON e PEARSON, 1984); (LI, SIMEONE, et al., 2009); (COULDREY e
GREEN, 2000). Além disso podem ser fontes alternativas a farmacos em caso de

resisténcia microbiana.
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A resisténcia microbiana tem se tornado uma das grandes preocupacoes
mundial. Estima-se que as infeccdes por microrganismo tém se tornado cada vez mais
graves, dispondo de farmacos cada vez menos eficazes. O custo anual para
tratamento € muito elevado e o risco para a populacdo é alarmante. Dentre as medidas
para evitar ou diminuir esta ameaca esta o incentivo por desenvolvimento de novos
medicamentos. Contudo, a resisténcia caminha a passos mais largos que o
desenvolvimento de novos farmacos. De forma que estudos que possam contribuir
com novas alternativas sédo encorajados (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2012).

Logo, é importante compreender que essas moléculas estdo disponiveis na
natureza em todos 0s organismos vivos e desempenham atividade biolégica bem
diversificada. Muito jA se conhece sobre as lectinas de origem vegetal, que sdo
exaustivamente estudadas desde a sua primeira observacdo em 1888, por Stillmark
(GABIUS, 2013). Diferentemente das lectinas animais, que mais recentemente tem
despertado o interesse dos pesquisadores, em especial as lectinas encontradas no
soro, plasma, muco e ovos de peixes. As lectinas de organismos marinhos vém
acrescentando a essa area de estudo grandes contribuicdes. Nesse sentido, vamos
apresentar um breve panorama das lectinas ja conhecidas que foram encontradas no

muco dos peixes.
2.1 Lectinas do muco de peixes

A epiderme do peixe esta susceptivel a ataque de patégenos presente no meio
externo, uma vez que o0 ambiente aquatico € perfeito para a proliferacdo de
microrganismos patégenos. Esta secrecdo que recobre o corpo dos peixes constitui-
se em um mecanismo de barreira contra a invasdo de microrganismos patogénicos
do meio externo (HUANG, MA e WANG, 2009). Atualmente ja é conhecido a presenca
de substéncias envolvidas na defesa do sistema imune, como as lectinas, presente

no muco dos peixes.

Estas proteinas estdo presentes em quase todos tecidos dos peixes: soro,
plasma, musculos, ovos fertilizados e muco. O papel da lectina é identificar e ligar
diferentes substancias produzindo reacdes aglutinantes e impedindo a entrada de
microrganismos nos peixes. Dessa forma, o muco do peixe constitui a primeira barreira

bioquimica contra o atague de patdégenos.
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A primeira lectina encontrada em um teledsteo, foi uma lectina carboidrato
especifica extraida de uma enguia por Watkins & Morgan em 1952, que
posteriormente foi identificada como ligadora de L-fucose (GABIUS, 2013). Desde
entdo, o numero de lectinas encontradas nesse grupo tem aumentado
significativamente. Seja por ter despertado o interesse dos pesquisadores desta area,
seja pelo desenvolvimento da tecnologia que permitiu acelerar o desenvolvimento das

pesquisas com lectinas.

Com o advento da tecnologia recombinante, a partir dos anos 80, as pesquisas
com lectinas puderam ser mais rapidamente desenvolvidas e isso trouxe grandes
contribuicdes nessa area de estudo. Ja era conhecido que essas proteinas ocorriam
internamente no organismo animal, entretanto descobriu-se que elas também
poderiam ocorrer em secrecBes da superficie corporal de alguns animais,
principalmente em peixes. As primeiras observacdes da presenca dessas proteinas
no muco de peixe datam dos anos 80, quando Kamiya & Shimizu (1980) observaram
lectina no muco do corpo da sbia, Lophopsetta maculata, e Ingran (1980) prop6s que
a superficie do corpo de peixes continha lectinas e as descreveu como proteinas
ligadoras de carboidratos.

Posteriormente, diversos trabalhos descrevendo a purificacdo de lectina no
muco de peixes foram conduzidos, incluindo o do bagre do Golfo Arabe, Arius
thalassinus (AL-HASSAN, THOMSON, et al.,, 1986), em enguia Conger myriaster
(KAMIYA, MURAMOTO e GOTO, 1988); (SHIOMI, UENATSU, et al., 1989), dragonete
Repomucenus richardsonui (SHIOMI, UEMATSU, et al., 1990), doj6 Misgurnus
anguillicaudatus (GOTO-NANCE, WATANABE, et al., 1995), abadejo Genypterus
capensis (TODA, GOTO-NANCE, et al., 1996). Estes trabalhos demonstraram a
presenca da lectina na superficie desses peixes e que a mesma esta associada com
a imunidade humoral, apresentando competéncia equivalente a do complemento e

imunoglobulinas.

Da mesma forma a estrutura molecular e funcéo biolégicas destas moléculas
gue raramente eram relatadas anteriormente, devido a falta de tecnologia necessaria,
agora se tornou alvo das pesquisas nessa area. O primeiro estudo relatando
simultaneamente a localizagédo e fungéo bioldgica foi 0 da lectina presente no tecido

epitelial da enguia Anguilla japonica, realizado por Suzuki (1985) e Suziki & Kaneko
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(1986). Subsequentemente, a lectina do muco da enguia Conger myriaster foi
sequenciada por Muramoto e Kamiya (1992). Em 1999, esses autores apresentaram
a classificacdo estrutural da lectina do muco da superficie corporal da enguia,
denominadas de congerinas | e II| (MURAMOTO , KAGAWA, et al., 1999).

Outros estudos estruturais baseados no CRD e na dependéncia de Ca?* da
lectina do muco para aglutinar, foram conduzidos, como o da enguia Anguilla japonica
(TASUMI , YANG, et al., 2004), Leiognathus nuchalis (OKAMOTO, TSUTSUI, et al.,
2005) e fugu Takifugu rubripes (TSUTSUI, OKAMOTO, et al., 2006a). Pesquisas
recentes envolvendo lectinas do muco de peixes se concentram na elucidacao da
diversidade estrutural molecular e nas funcdes biolégicas que essas proteinas podem
desempenhar. A exemplo, dos trabalhos com corvina amarela gigante Larimichthys
crocea (LV, ZHANG e WANG, 2016), bacalhau do Atlantico Gadus morhua (RAJAN,
FERNANDES, et al.,, 2011) e do cabeca-chata Platycephalus indicus (TSUTSUI,
OKAMOTO, et al., 2011b). Em suma, pode se afirmar que as lectinas do muco de
peixes tém ampla diversidade molecular e que os estudos dessas proteinas tém se

mostrado promissor.
2.2 Classificacéo das lectinas do muco de peixes

As lectinas animais sao classificadas com base, principalmente, na estrutura
dos CRDs. Por se tratar de uma classe de proteinas com estruturas bem diversificada,
existem também um namero grande de familias de lectinas. Segundo Vasta e Ahmed
(2008) as lectinas animais estéo classificadas atualmente como: lectinas do tipo C,
galectinas, tipo P, tipo I, pentraxinas, ligadora de heparina, tipo F, calnexina, tipo M,
tipo L, tipo R, F-box, ficolina, tipo quitinase (quilectinas) e intelectinas (tipo X). E ainda,
o grupo das lectinas ligadoras de rhamnose (TATENO, OGAWA, et al., 2002).

No que diz respeito as lectinas do muco de peixes, até o momento foram
identificados 6 tipos de lectinas, denominadas: galectina, lectina do tipo C, lectina do
tipo Lily, lectina ligadora de L-rhamnose, intelectina (HUANG, MA e LEI, 2013). E
adicionalmente, Tsutsui et al. (2011b) propds a criacdo da familia das caliclectinas.

Existe um grande nimero de familias de lectinas animais. Porém esse numero
ainda pode aumentar, uma vez que 0s estudos dessas proteinas tém atraido a

atencdo de varios pesquisadores. A exemplo das lectinas do muco de peixes, que
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com suas propriedades Unicas tem contribuido para a expansdo dos numeros de
familias desse grupo de proteinas. Segundo Vasta e Ahmed (2008), a classificacéao
das lectinas tem sido muito mais especifica devido a disponibilidade da sequéncia de
aminoécidos e da estrutura de cristal dessas moléculas, baseada nos dominios de
reconhecimento de carboidratos.

A galectina € o grupo de lectina mais abundante no muco da pele dos peixes e
possui a capacidade de se ligar especificamente a galactose ou a lactose. Seguida
pela lectina do tipo C, encontrada na enguia Anguilla japonica. Denominada de Lily, a
lectina extraida do fugu apresenta estrutura similar a das lectinas de plantas. Ja a
lectina ligadora de L-rhamnose possui homologia com as lectinas presentes em ovos
de peixes. Em sequéncia, uma lectina endégena, denominada intelectina, presente no
muco do peixe gato, e a caliclectina, encontrada no muco do peixe cabecga-chata e
exibe similaridade estrutural com a calicreina plasmatica e o fator de coagulacao Xl
de mamiferos (HUANG, MA e LEI, 2013).

2.2.1 Galectinas

As galectinas sdo uma familia de lectinas animais que possuem um CRD
conservado, com aproximadamente 130 residuos de aminoacidos e especificidade
para P-galactosideos. Presente na maioria dos mucos de peixes, a galectina
apresenta atividade independente de Ca?*, N-terminal bloqueado (extremidade amina
modificada), auséncia de peptideo sinal (sequéncia de aminoacidos responséavel pelo
enderecamento da proteina), auséncia de glicosilacdo e a maioria esta localizada no
citoplasma das células (KILPATRICK, 2000).

Cerca de 15 tipos de galectinas foram identificados até o momento. Eles podem
ser subdivididos em trés grupos de acordo com a quantidade e disposi¢cao dos CRDs:
0s prototipicos, sdo aquelas que possuem um CRD (galectina-1, 2, 5, 7, 10, 11, 13,
14 e 15); o tipo quimera, que possui um CRD ligado a um dominio N-terminal rico em
prolina, glicina e tirosina (galectina-3); e o tipo tandem repetido, que possuem dois
CRDs distintos conectados por uma ponte de mais de 70 aminoacidos (galectina-4, 6,
8,9 e 12). Acredita-se que essas proteinas estejam envolvidas em diversos processos

biolégicos, como: imunomodulacdo, adesdo celular, regulagdo de crescimento,
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inflamag&o, apoptose, desenvolvimento e progressdo de neoplasias (LIU e
RABINOVICH, 2005);(HOKAMA, MIZOGUCHI e MIZOGUCHI, 2008).

Além dos mamiferos, alguns peixes teledsteos apresentam galectinas no muco
da pele, como as galectinas encontradas nas enguias C. myriaster (MURAMOTO e
KAMIYA, 1992 ; MURAMOTO , KAGAWA, et al.,, 1999) e A. japonica (TASUMI,
OHIRA, et al.,, 2002). Bem como as aglutininas presentes nos mucos da enguia
Lycodontis nudivomer (RANDALL, AIDA, et al., 1981), do peixe-gato A. thalassinus
(AL-HASSAN, THOMSON, et al., 1986), e do dragonete R. richardsonui (SHIOMI,
UEMATSU, et al., 1990) sao consideradas galectinas devido a reacao de afinidade de
carboidratos apontarem a especificidade com galactose. Dessa forma, € possivel que

outros teledsteos também possuam galectinas presente no muco da pele.

A respeito das lectinas isoladas em C. myriaster, Muramoto e Kamiya (1992)
observaram que as congerinas | e Il apresentavam atividade hemaglutinante (AH)
tanto para eritrécitos de coelho, quanto para os de cavalo e ovelha, além de aglutinar
uma bactéria marinha, a Vibrio anguillarum. Ambas lectinas apresentam massa
molecular de aproximadamente de 30kDa, porém cargas elétricas distintas. Ainda
segundo estes autores, essas galectinas sao exclusivas do muco e apresentam AH
independente de cations divalentes. Possuem especificidade a derivados de

galactose, particularmente lactose.

A sequéncia de aminoéacido destas lectinas foram determinadas, e a estrutura
das congerinas foi caracterizada como sendo homodimérica, na qual cada subunidade
consiste de 135 residuos de aminoacidos, incluindo um N-terminal acetilado e sem
residuos de cistina. Congerina Il apresenta apenas 47% de homologia com a
sequéncia de congerina |, apesar dessas proteinas apresentarem muitas estruturas
secundarias semelhantes. Ambas exibem sequéncias homologas de
aproximadamente 35% com as galectinas de mamiferos e pertencem a familia de
galectinas prototipicas (MURAMOTO , KAGAWA, et al., 1999).

O muco da A. japonica também apresenta duas lectinas, denominadas AJL-1 e
AJL-2. Entretanto, apenas AJL-1 exibe especificidade para B-galactosideos,
independente de cétions divalentes. Tasumi et al. (2004) a descreveu como

homodimérica sem ligagbes covalentes, com massa molecular de 30kDa, composta
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por 142 residuos de aminoacidos e apresentando homologia com os membros da
familia de galectinas prototipicas. Sua expressao foi observada apenas na pele e é

capaz de aglutinar a bactéria patogénica Streptococcus difficile.

Uma andlise comparativa de AJL-1 com as congerinas revela que esta possui
45% de homologia com a congerina Il, lectina mais abundante no muco da C.
myriaster, e exibe trés diferentes residuos de aminoacidos em seu CRD, similar a
estrutura da congerina | (SHIRAI, MITSUYAMA, et al., 1999). A similaridade destas
proteinas refor¢a a evidéncia do papel da lectina do muco no reconhecimento e defesa

contra invasdes de microrganismos patogénicos.
2.2.2 Lectinatipo C

Lectinas do tipo-C (CTL) sdo proteinas animais que exibem propriedades
ligadoras de carboidratos dependente de Ca?* e uma variedade estrutural significativa.
Membros desta familia apresentam um ou mais dominio de reconhecimento de
carboidratos, o C-type lectin-like domain (CLTD), e o dominio funcional pode
apresentar 2 ou 3 pares de ligacdes sulfurica, formando uma estrutura distinta e
estavel (HUANG, MA e LEI, 2013). Esses dominios sdo bastante conservados

apresentado motivos de ligacédo de carboidratos.

As CTLs séao classificadas em duas principais categorias de proteinas: as
manose-especifico com motivo EPN (residuos de acido glutamico, prolina e
asparagina) e a galactose-especifica com motivo QPD (residuos de glutamina, prolina
e acido aspartico) (VASTA e AHMED, 2008). Funcionalmente as CTLs provaram
participarem de varios processos imunes, tais como, reconhecimento de patdgenos,
adesdo celular, sinalizacdo intercelular, entre outros. Em peixes ja foram descritas
véarias CTLs, como em truta arco-iris Oncorhynchus mykiss (JOHANSSON, WANG, et
al., 2016), carpa comum Cyprinus carpio (NAKAO e YANO, 2006), salm&o do Atlantico
Salmo salar (RICHARDS, HUDSON, et al., 2003), falso alabote japonés Paralichtys
olivaceus (KONDO, TZEH, et al., 2007), grande rodovalho Scophtalmus maximus
(ZHANG, HU e SUN, 2010), niquim Thalassophryne nattereri (LOPES-FERREIRA,
MAGALHAES, et al., 2011), peixe escorpido Scorpaena plumieri (ANDRICH,
RICHARDSON, et al., 2015) e corvina amarela gigante Larimichthys crocea (LV,
ZHANG e WANG, 2016).



22

Embora seja comumente encontrada no interior dos organismos, como todas
as CTLs citadas acima, existem relatos da presenca dessas proteinas também na
superficie corporal de alguns peixes. A AJL-2 é uma lectina que foi extraida do muco
gue recobre o corpo da A. japonica e apresenta estrutura molecular similar a lectina
tipo C, com atividade especifica de lactose e tanto aglutina Escherichia coli quanto
inibe o seu crescimento (TASUMI, OHIRA, et al., 2002). Adicionalmente, conCL-s é
outra CTL, encontrada no muco da C myriaster, com atividade manose-especifica e
que aglutina a levedura Saccharomyces cerevisiae. Porém estas lectinas nao
apresentam atividade dependente de cations divalentes (TSUTSUI, IWAMOTO, et al.,
2007).

Estruturalmente AJL-2 € um homodimero ligado covalentemente por ligacdes
dissulfeto, resultante de 4 residuos de cisteinas. Apresenta aproximadamente 30% de
homologia com vérias CTLs, com sequéncia de aminoécidos altamente conservados
do CRD, apesar de mostrar atividade independente de Ca?*. Esta lectina é produzida
nas células claras do epitélio e secretada para a superficie corporal, onde é
exclusivamente encontrada como um componente do muco. Além disso, AJL-2 possui
a capacidade de aglutinar Escherichia coli e adicionalmente inibir o seu crescimento
numa concentracao de 1ug/ml, sugerindo sua participacdo na defesa do hospedeiro
(TASUMI, OHIRA, et al., 2002).

De acordo com Tsutsui et al. (2007), conCL-s possui estrutura tretamérica,
consistindo de dimeros associados ndo covalentemente que séo ligados para formar
a estrutura tetramérica por pontes dissulfetos. Esta lectina € produzida nas células
claras do epitélio, mas pode ser encontrada tanto internamente quanto externamente
no peixe. Em comparacédo com outra CTLs, conCL-s exibiu alta homologia com varias
lectinas do tipo-C e apresentou motivos EPN no seu CRD e WND (residuos de
triptofano, asparagina e acido aspartico) no sitio de ligacao do ion divalente. Possui
atividade aglutinante a levedura S. cerevisiae e a bactéria E. coli.

N&o ha duvidas que ambas as lectinas, AJL-2 e conCL-s, fazem parte da familia
de lectinas tipo C, mesmo apresentando atividade independente de cation divalente.
Em comparacédo com as congerinas, lectinas encontrada no muco da C. myriaster e
gue pertence a familia das galectinas, AJL-2 ndo apresenta homologia com essas

proteinas. Com relacéo a conCL-s, apesar de serem produzidas pelo mesmo tipo de
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células, e serem encontradas no muco do mesmo peixe, as congerinas diferem
estruturalmente, pertencendo a familias distintas de lectinas. Mesmo AJL-2 e conCL-
S que pertencem a mesma superfamilia de lectinas, estdo agrupadas em familias
distintas devido a suas diferencas estruturais e especificidade a carboidratos
diferentes. Contudo, ambas lectinas sdo capazes de aglutinar E. coli, sendo que AJL-
2 também é capaz de inibir o crescimento destas bactérias, enquanto conCL-s apenas
aglutina a bactéria citada e adicionalmente levedura (SHIOMI, UENATSU, et al.,
1989); (TASUMI, OHIRA, et al., 2002); (TSUTSUI, IWAMOTO, et al., 2007).

2.2.3 Lectina tipo Lily

Um novo tipo de lectina foi extraida do muco que recobre a superficie corporal
do fugu, Takifugu rubpripes, e pertence a familia Tetraodontidae, a mesma familia a
qual pertence o conhecido baiacu. Segundo Suzuki et al. (2003), a pufflectina € uma
nova lectina cuja a sequéncia de aminoacidos ndo apresenta homologia, atualmente,
com nenhum tipo de lectina animal, porém possui alta homologia com lectinas de

plantas monocotiledéneas especifica para manose.

Como descrito por Tsutsui et al. (2006a), a pufflectina € uma lectina manose-
especifica que apresenta estrutura homodimérica mantidas por ligagdes nao
covalentes, com subunidades de massa molecular de aproximadamente 13kDa e
atividade independente de Ca?*. Posteriormente foi encontrada uma isoforma desta
lectina presente na mucosa intestinal, de forma que a lectina presente na pele passou

a ser denominada pufflectina-s e a especifica do intestino de pufflectina-i.

A sequéncia de aminoacidos do CRD da pufflectina-s exibe dois sitios de
ligacdes com a manose, o sitio 1 (GIn30, Asp32, Asn34, Val36, Tyr38) e o sitio 2
(GIn59, Asp61, Asn63, Val65, Tyr67). E essa lectina foi encontrada tanto no interior
do corpo quanto no exterior. Enquanto que a pufflectina-i foi encontrada
exclusivamente no intestino. E apresenta dois motivos QDNVY (residuos de
glutamina, acido aspartico, asparagina, valina e tirosina) no CRD. A diferenca de
localizagéo desses dois tipos de lectinas sugere que o mecanismo de secregao
dessas duas lectinas sejam diferentes (TSUTSUI, OKAMOTO, et al., 2006a).

Embora outras lectinas do muco de peixes tenham exibido aglutinacdo de

algumas bactéria e leveduras, a exemplo da lectina de s6ia que aglutina uma levedura
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e uma bactéria marinha, Metschnikowia reukaufii e Microcyclus marina, (KAMIYA e
SHIMIZU, 1980). Congerinas, isoladas de C. myriaster possuem capacidade de
aglutinar, mas nao de inibir, o crescimento de Vibrio anguillarum (KAMIYA,
MURAMOTO e GOTO, 1988). E as lectinas isoladas de A. japonica, AJL-1 que é
capaz de aglutinar uma bactéria Gram-positiva, o Streptococcus difficile (TASUMI ,
YANG, et al., 2004) e AJL-2 que exibe aglutinacdo e inibigdo do crescimento de E. coli
(TASUMI, OHIRA, et al., 2002). Pufflectina-s ndo se mostrou muito eficiente na
aglutinacdo de bactérias, mas apresentou habilidade em se ligar ao parasita
Heterobothrium okamotoi (TSUTSUI, OKAMOTO, et al., 2006a).

Pufflectina é a primeira lectina extraida do muco de peixes que apresenta
atividade aglutinante para parasita. Confirmando mais uma vez o papel na defesa do
corpo dos peixes destas proteinas, tanto para bactérias quanto para parasitas
(TSUTSUI, OKAMOTO, et al., 2006a).

2.2.4 Lectina ligadora de L-rhamnose

Anteriomente descrita em ourico do mar e em ovos de peixes, a lectina ligadora
de L-rhamnose (RBL) foi extraida da secrecao corporal de ponyfish, Leiognathus
nuchalis, que é um peixe sem escamas que pertence a familia de Leiognathidae e da
ordem Perciformes. As RBLs apresentam de dois a trés CRDs homélogos em tandem
(repeticBes organizadas em sequencias) de cerca de 95 residuos de aminoacidos
(TATENO, OGAWA, et al., 2002).

Duas RBLs foram isoladas do ponyfish, PFL-1 e PFL-2. Conforme descrito por
Okamato et al. (2005), PFL-1 exibe uma sequéncia de aminoacidos com alta
homologia com lectinas ligadoras de L-rhamnose descritas anteriormente e possui
ainda um dominio de reconhecimento de carboidratos conservado tipico de lectinas
ligadoras de L-rhamnose (CRD RBL), com repeticdes em tandem e esta presente
apenas na superficie corporal do ponyfish. PFL-2 apresenta uma sequéncia N-
terminal altamente idéntica a PFL-1, sugerindo que PFL-2 seja uma isoforma de PFL-
1.

Em contraste com as RBLs anteriormente descritas, que estao frequentemente
associadas a gbnadas e ovos de peixes, a exemplos da RBL dos ovos da truta arco-
iris Oncorhynchus mykiss (TATENO, OGAWA, et al., 2001) e da truta branca
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Salvelinus leucomaenis (TATENO, OGAWA, et al., 2002), que ocorrem em diversos
tecidos e especificamente nos ovarios, as lectinas isoladas no ponyfish sdo apenas
expressas na superficie corporal deste peixe, ndo possuindo nenhuma ligacdo com a

lectina expressa nos ovarios desse peixe e que ainda esta em estudo.

Algumas RBLs, em ovos de peixes, apresentam habilidade de aglutinar
patdgenos, como as lectinas do salmédo cédo (CSLs) e as lectinas de truta branca
(STLs), que sao capazes de aglutinar E. coli e Bacillus subtilis (SHIINA, TATENO, et
al., 2002) (TATENO, OGAWA, et al., 2002). No entanto, as lectinas encontradas no
muco do ponyfish ndo exibiu atividade aglutinante para as seis bactérias a qual foi
testado, sugerindo que no futuro essas lectinas sejam testadas em um nimero maior
de bactérias e outros patdégenos, uma vez que as pufflectinas apresentaram atividade
aglutinante bastante especifica para um numero reduzido de bactérias e foi a primeira
lectina do muco de peixes descrita que possui a capacidade de se ligar a parasitas
(OKAMOTO et al, 2005).

Varios tipos de lectinas estdo presentes no muco de peixes. Essa diversidade
molecular é muito importante para a elucidacao da funcdo destas moléculas nesses
organismos. RBLs s&o conhecidas por estarem envolvidas em mecanismos de
resposta inflamatoéria, atuando como moléculas de reconhecimento e transporte
celular, assim como ativadores da cascata inflamatoria através de citocinas (VASTA,
NITA-LAZAR, et al., 2011).

2.2.5 Qutras lectinas

Adicionalmente as lectinas ja descritas, dois novos tipos de lectinas foram
observados no muco que recobre a superficie corporal de teledsteos. Essas lectinas

foram denominadas de intelectinas e a caliclectinas.

As intelectinas (lectina tipo-X) € uma familia de lectina animal que apresenta
um CRD com um tamanho variado, extensao N-terminal ndo conservado com um
peptidio sinal. O CRD destas proteinas nao esta relacionado com nenhum dominio
proteico conhecido. De acordo com Lee et al. (2004), apenas uma sequéncia de
aproximadamente 45 residuos de aminoacido na porcdo N-terminal apresenta

similaridade com um motivo semelhante ao fibrinogénio. A atividade ligadora de
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carboidrato é dependente de Ca?* e a presenca de um peptideo sinal sugerem que

estas proteinas sao secretadas.

As duas isoformas de lectinas encontrada no muco do peixe-gato Silurus asotus
apresentam atividade manose-especifica com dependéncia de Ca?*. Porém a
sequéncia de residuos de aminoacidos do seu CRD néo esta relacionada com o das
CTLs e apresenta o motivo globular do fibrinogénio. Essas lectinas sdo membros da
familia de intelectinas, podendo ser expressa na pele, guelras e rins. Além disso, estas
proteinas apresentam atividade aglutinante para a bactéria patogénica Aeromonas
salmonicida, confirmando que a lectina apresenta um papel importante na defesa de
invasdes patogénicas na superficie corporal do peixe como componente do muco
(TSUTSUI, KOMATSU, et al., 2011a).

De acordo com Tsutsui et al. (2011b), a familia de caliclectinas foi proposta
apos a descoberta de um novo tipo de lectina encontrada no muco do peixe conhecido
como cabeca-chata, Platycephalus indicus, e foi denominada FHL (do inglés,
FlatHead Lectin). Esta lectina apresenta similaridade estrutural com o dominio da
cadeia pesada da calicreina plasmética de humanos e do fator de coagulacédo Xl, a
qual ainda né&o tinham sido identificados em teledsteos.

FHL exibe uma estrutura homodimérica unidas por uma ponte dissulfeto entre
as subunidades, de massa molecular de aproximadamente 40kDa cada. Essa lectina
apresenta atividade manose-especifica dependente de Ca?*. Genes homdlogos a FHL
foi encontrado em medaka (Oryzias latipes), Tetraodon e fugu (Takifugu rubpripes),
sugerindo que proteinas semelhantes a FHL sdo amplamente distribuida em peixes.
Este estudo ndo contemplou a andlise da atividade aglutinante de patdégenos dessa
lectina (TSUTSUI, OKAMOTO, et al., 2011b).

2.3 Propriedades bioldgicas e potencial biotecnolégico de lectinas de muco de peixes

Segundo Esteban (2012), o muco que recobre a pele dos peixes apresenta
propriedades antimicrobianas contra infeccdes de patégenos e tem sido demonstrado
em diferentes peixes. Watanabe et al. (2013), admite que o muco dos peixes funciona

como um mecanismo de barreira bioquimica.

Entre as moléculas que compdem o muco do peixe, as lectinas possuem a

capacidade de aglutinar células, através do reconhecimento de carboidratos
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especificos. Esta capacidade de aglutinar das lectinas do muco de peixe previne a
entrada de patdgenos no organismo desses animais. O muco de peixes permite o
controle de muitos eventos no organismo vivo, tais como fertilizacdo, desenvolvimento
e reconhecimento do préprio/nao-proprio, pela variacao estrutural do glicocélice das
células (SUZUKI e TASUMI, 2003).

Como se pode verificar, lectinas em geral sdo proteinas que apresentam
diversas atividades biologicas. Existem relatos de atividades antibacterianas
(TASUMI, OHIRA, et al., 2002); (TASUMI, YANG, et al., 2004); (CARVALHO, SILVA,
et al., 2015); (MOURA, NAPOLEAOQ, et al., 2015); (SILVA, NAPOLEAO, et al., 2016);
(PROCOPIO, PATRIOTA, et al., 2017), antivirais (MOLCHANOVA, CHIKALOVETS,
et al., 2007); (BARTON, KOUOKAM, et al., 2014); (SATO, MORIMOTO, et al., 2015),
inseticidas (COELHO, MARANGONI e MACEDO, 2007); (SA, SANTOS, et al., 2009),
antifangicas (SITOHY, DOHEIM e BADR, 2007); (TSUTSUI, IWAMOTO, et al., 2007);
(REGENTE, TAVEIRA, et al.,, 2014); (ALBUQUERQUE, PONTUAL, et al., 2014);
(WEIDENBACH, ESCH, et al., 2016) (SILVA, MOURA, et al., 2018), antitumorais
(PETROSSIAN, BANNER e OPPENHEIMER, 2007); (KAWANO, SUGAWARA, et al.,
2009) entre outras, indicando que essas proteinas funcionam no mecanismo de
defesa do organismo vivo. Evidentemente estas proteinas podem ser utilizadas para
aplicacdes clinicas e biotecnoldgicas, como marcadores celulares, transporte de
moléculas, a exemplo de farmacos que agem em células-alvos pelo sistema de
transporte de drogas (DDD, Drugs Delivery Development) (BIES, LEHR e WOODLEY,

2004), testes diagndsticos e outras inumeras possibilidades.

Muitos estudos tém mostrado que as lectinas do muco de peixes podem se ligar
a bactérias (FUOCHI, VOLTI, et al., 2017), fungos (SILVA, MOURA, et al., 2018),
parasitas (BRINCHMAN, PATEL, et al., 2018) e outros microrganismos patégenos.
Essas macromoléculas sdo altamente especificas para o seu ligante e podem impedir
a aderéncia de potenciais patdgenos ao corpo dos peixes, inibindo sua invasao.
Devido a essas propriedades, lectinas sé&o consideradas potencias agentes

antimicrobianos presentes no muco.

Pesquisas com lectinas de plantas sdo mais abundantes e mais profundamente
exploradas. Mas a descoberta de novas lectinas animais, especificamente do muco

de peixes, tem trazido uma nova dimensé&o a biologia e imunologia de peixes.
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2.4 Purificagao de lectinas

Segundo Gomes (2009), a purificacdo de lectinas consiste no isolamento
dessas proteinas a partir de um extrato proteico, fazendo uso dos métodos
comumente utilizados para qualquer outra proteina. Sendo que a escolha das
estratégias de separacdo de proteinas, isoladas ou combinadas dependera das
propriedades intrinseca de cada proteina (NELSON e COX, 2014).

Para Voet & Voet (2013) a purificacdo de lectinas possibilita o estudo e
caracterizacdo dessas proteinas. De forma que estas substancias precisam estar
relativamente livres de contaminantes para que possam ser devidamente

caracterizadas.

A partir de um extrato, preparado com salina ou tampéo, a lectina pode ser pre-
purificada através de técnicas de fracionamento e diélise. Posteriormente a amostra
obtida é submetida a um dos métodos cromatograficos disponiveis, como
cromatografia de exclusdo de tamanho, troca i6nica ou de afinidade. De acordo com
Nelson & Cox (2014), os métodos mais eficientes para fracionar proteinas utilizam
cromatografia em coluna, que se utiliza das diferencas na carga das proteinas,
tamanho, afinidade de ligagéo e outras propriedades, podendo citar como exemplos:
a lectina do peixe-escorpido que foi isolada por cromatografia de gel de filtracédo
(ANDRICH, RICHARDSON, et al., 2015), a lectina flathead que foi purificada por
cromatografia de afinidade de manose (TSUTSUI, OKAMOTO, et al., 2011b) e a
Natectina que foi purificada por cromatografia de troca idnica (LOPES-FERREIRA,
MAGALHAES, et al., 2011).

Lectinas possuem a capacidade de aglutinar células, como eritrocitos e
bactérias, (Figura 2) sendo que essa interacdo lectina-carboidrato é facilmente
detectavel através do ensaio de atividade hemaglutinante, que consiste em colocar as
amostras em contato com eritrécitos de coelhos, deixando em repouso e ao término
do tempo se observa a presenca ou ndo de aglutinacdo das células (PROCOPIO,
MOURA, et al., 2017); (PAIVA, GOMES, et al., 2010). De maneira que as amostras
gue apresentam lectina reagem com os carboidratos da membrana dos eritrocitos
formando uma rede de proteinas e carboidratos (Figura 3A). A inibicdo da Atividade

Hemaglutinante através da adicdo de carboidratos confirma que a reacdo de
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aglutinacao se déa pela ligagdo com os carboidratos da membrana dos eritrocitos e ndo
por outros compostos que podem mimetizar a reacdo da atividade hemaglutinante
(Figura 3B) (PAIVA, GOMES, et al., 2010).

Figura 2 - Representacdo esquematica de aglutinacdo de bactérias mediada por
lectinas.
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Fonte: Adaptado de PROCOPIO, MOURA, et al., 2017.

Figura 3 - Representacdo esquematica do processo de atividade hemaglutinante (A)
e sua inibigéo por carboidratos livres (B).
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Fonte: Adaptado de PAIVA, GOMES, et al., 2010.
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Nesse sentido, a purificacéo de lectinas permite obter uma amostra homogénea
destas proteinas, o que possibilita conhecer suas propriedades e fun¢des biologicas.
Devido ao seu potencial biotecnoldgico, quer seja na area médica ou agronémica, um

namero cada vez mais crescente de lectinas vem sendo purificadas.
2.5 Thalassophryne nattereri

O peixe sapo, Thalassophryne nattereri, € um peixe peconhento, pertencente a
familia Batrachoididae, que habita em aguas rasa do litoral brasileiro, de Norte ao
Nordeste, em lagoas ou areas estuarinas (MARQUES, TENORIO, et al., 2016).
Também conhecido por niquim, este peixe tem em média de 12 a 15 cm, apresenta
uma cabeca grande, com olhos grandes e esbugalhados, boca ampla, sem escamas
€ 0 corpo coberto por um muco espesso e pegajoso (Figura 4). Ele € um peixe
carnivoro que se alimenta de caranguejos, moluscos e pequenos peixes, ele vive em
grupos e € extremamente resistente, podendo sobreviver fora d’agua por mais de 12h
(LOPES-FERREIRA, GRUND e LIMA, 2014); (FERREIRA, LIMA e LOPES-
FERREIRA, 2014).

Figura 4 - Peixe sapo (Thalassophryne nattereri).

Fonte: Autoria propria.
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De acordo com Tendrio et al. (2015) a peconha desse peixe € capaz de causar
edema local, dor intensa e necrose. T. nattereri possui dois espinhos canaliculados
dorsal e dois laterais, coberto por uma membrana conectada as glandulas de venenos
(Figura 5). Quando o espinho penetra no tecido da vitima, a membrana conectada
contrai, fazendo pressdo na glandula e a peconha é conduzida pelo canal e injetada

na vitima.

Figura 5 - Aparato e mecanismo de inoculacéo da peconha do T. nattereri.
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Fonte: LOPES-FERREIRA, GRUND e LIMA, 2014.

Acidentes com esse peixe sdo muito comuns e as areas do corpo mais afetadas
sdo a sola dos pés e a palma das maos. As principais vitimas sdo pescadores e
banhistas que acidentalmente pisam no peixe ou tentam pega-lo com as maos
(FONSECA e LOPES-FERREIRA, 2000).

O fracionamento da peconha do T. nattereri revelou a presenca de uma lectina,
gue foi denominada Nattectina. Esta lectina € uma proteina monomeérica basica, nao
glicosilada, com atividade galactose-especifica, pertencendo a familia das CTLs, com

massa molecular de 15 kDa. Ela exibe atividade hemaglutinante independente de Ca?*
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e com notavel atividade pro-inflamatoria e inducdo de mobilidade de neutrofilos em
ratos (LOPES-FERREIRA, MAGALHAES, et al., 2011).
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3 MATERIAL E METODO

3.1 Extracdo do muco

Dez espécimes de T. nattereri foram coletados na lagoa Mundau, no estado de
Alagoas, Brasil. O muco dos peixes foi obtido através da raspagem da secre¢do da
epiderme dos peixes. Apds coleta, o pool do muco foi homogeneizado, centrifugado e
0 sobrenadante foi estocado a -80 °C até o uso. O procedimento experimental foi
aprovado pelo Comité de Etica e Uso de Animais da Universidade Federal de Alagoas
(N° 013/2014).

3.2 Microrganismos

As bactérias Enterococcus spp., Acinetobacter spp., Staphylococcus aureus,
Serratia spp e Pseudomonas aeruginosa foram fornecidas pelo setor de Microbiologia
do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Alagoas. Culturas
bacterianas foram mantidas em Agar Manitol Salgado, Cetrimide Agar e MacConkey
Agar respectivamente, e estocadas a 4 °C. As leveduras Candida albicans e
Cryptococcus neoformans foram fornecidas pelo Laboratério de Diversidade

Molecular do Instituto de Ciéncias da Saude da Universidade Federal de Alagoas.
3.3 Isolamento da lectina da secrec¢éo de T. nattereri

Para a purificacdo da lectina foi aplicado 300 pl do extrato proteico (Atividade
Hemaglutinante Especifica (AHE): 25,6; 1,25 mg de proteinas) em uma coluna de gel
de filtragdo Sephacryl S-100 (GE Healthcare, 60x2 cm) em FPLC (AKTA Pure M1, GE
Healthcare Life Science), equilibrada em tampé&o Tris/HCL 50 mM (pH 8.0) 0,5 M de
NaCl e eluida com o0 mesmo tamp&o. As fracbes coletadas no volume de 2 mL a um
fluxo de 0,1 mL/min., a 25 °C e monitorada a 280 nm foram avaliadas posteriormente
quanto a atividade hemaglutinante (AH).

3.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo sulfato sédico de dodecila
(SDS-PAGE 12%) foi procedida de acordo com Laemmli (1970). As amostras
submetidas a eletroforese sob condi¢cdes ndo-redutoras e os marcadores de massa

molecular (Promega) foram ressuspensos em tampao e submetidos a aguecimento a
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100 °C durante 7 minutos. A deteccdo das bandas proteicas foi realizada por

coloracdo com Azul de Coomassie.
3.5 Atividade hemaglutinante (AH)

O ensaio de atividade hemaglutinante (AH) foi realizado em placas de
microtitulacdo, de acordo com a metodologia descrita por Paiva e Coelho (1992).
Aliguota (50 pL) da amostra foi diluida serialmente em NaCl 0,15 M antes da adicéo
de 50 pL de suspenséo (2,5% v/v) de eritrocitos tratados com glutaraldeido. A AH
(titulo?) foi expressa como o inverso da maior diluicio da amostra que promoveu
hemaglutinagdo. AH especifica (AHE) foi definida pela raz@o entre o titulo e a

concentracao protéica (mg/mL).
3.6 Ensaio de Bradford para quantificacédo proteica

A dosagem de proteinas foi efetuada de acordo com Bradford (1976), utilizando
curva-padrao de albumina sérica bovina de concentracdes 0,2, 0,4, 0,6, 0,8 e 1 mg/ml|

em duplicata.
3.7 Ensaio de especificidade de carboidratos

Foi realizado o ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante (IAH) em placas
de microtitulagéo utilizando solugdes de carboidratos (glicose, sacarose, galactose,
maltose, manose, frutose, fucose, arabinose, lactose, L-raminose e metil-D-
glicopiranoside) em diferentes concentracdes (200, 100, 50 e 25 mM). Apds feitas
diluicbes sucessivas das amostras lectinicas (50 pL) nas solugbes de carboidrato e
incubacédo (45 min., 27 °C), foi adicionado uma suspencao (50 uL) de eritrécitos de

coelho a 2.5% (v/v) e a AH foi observada apés 45 min.

3.8 Avaliacdo de estabilidade térmica e efeito do pH e dos ions na atividade

hemaglutinante

Para a determinacdo da estabilidade térmica, amostras lectinicas foram
submetidas a diferentes temperaturas (30 a 100 °C) e em seguida foi efetuado o
ensaio de hemaglutinacdo. Para a determinacéo do efeito do pH na AH, tampao citrato
fosfato (pH 3,0 a 6,0); tampéao fosfato de sodio (pH 6,0 a 7,0); tampao tris-HCI (pH 7,5
a 9,5); agua ajustada com NaOH 0,1 M (pH 10 a 11) foram utilizados no ensaio de
hemaglutinagdo. Para a determinacdo dos efeitos dos ions na AH, a amostra foi
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dialisada exaustivamente em solu¢do de 5 mM de EDTA para retirar os possiveis ions
aderidos na lectina e posteriormente realizado o teste hemaglutinante, em solucéo de
10 mM de CaClz e MnClz.

3.9 Avaliagéo de atividade antimicrobiana

3.9.1 Atividade Antibacteriana

As linhagens bacterianas foram cultivadas em Caldo Nutriente BHI (Brain Heart
Infusion) por incubacao a 35 °C. Em seguida, as concentracdes das culturas foram
ajustadas turbidometricamente a 600 nm para 1,5 x 108 unidades formadoras de
colénia (UFC) por ml. Para determinacdo da concentracdo minima inibitéria (CMI),
amostras (50 L) foram adicionadas a 50 pyL do meio de cultura (Caldo Nutriente BHI)
e em seguida foram realizadas seis diluicbes (até 1:128). Todos os pocos foram
inoculados com 50 uL de cultura e as microplacas foram incubadas a 35 °C por 24h.
No controle positivo, 50 L de cultura bacteriana foram inoculados em um poco
contendo somente o meio de cultura utilizado. Enquanto no controle negativo foi
utilizado 50 yL do meio de cultura mais 50 yL de solucédo fisioldgica 0,9%. Apoés
incubacdo, a densidade otica a 630nm (DO630) foi medida utilizando
espectrofotometro para microplacas. A CMI foi determinada como a menor
concentracdo na qual ocorreu diminuicdo maior ou igual a 99% em relacdo a DO630
no controle negativo (NCCLS, 2003).

3.9.2 Atividade Antifungica

As linhagens fangicas foram cultivadas em Meio YPD (Yeast extract — Peptone
- Dextrose) por incubacédo a 35 °C. Em seguida, as concentracdes das culturas foram
colénia (UFC) por ml. Para determinacdo da concentracao minima inibitéria (CMI),
amostras (50 uL) foram adicionadas a 50 uL do meio de cultura RPMI (Roswell Park
Memorial Institute) e em seguida foram realizadas seis dilui¢cdes (até 1:128). Todos os
pocos foram inoculados com 50 pL de cultura e as microplacas foram incubadas a
35 °C por 48h. No controle positivo, 50 pL de cultura de fungos foram inoculados em
um pogo contendo somente 0 meio de cultura RPMI. Enquanto no controle negativo
foi utilizado 50 yL do meio de cultivo RPMI. Apés incubacédo, a densidade otica a
530 nm (DO530) foi medida utilizando espectrofotdmetro para microplacas (NCCLS,
2002).



36

4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Purificacdo e identificacdo da lectina

Existem diversas estratégias para isolamento e purificacdo de uma proteina. A
escolha da estratégia ira depender das caracteristicas desta proteina. A lectina
presente no muco do peixe T. nattereri foi purificada através de cromatografia em gel
de filtracao e as fracdes coletadas foram avaliadas quanto a atividade hemaglutinante
com eritrocitos de coelhos. O cromatograma apresentou apenas um pico proteico com
atividade hemaglutinante (Figura 6), confirmando a presenca da lectina nas fracoes.

As demais fracGes foram testadas, mas ndo exibiram atividade hemaglutinante.

Figura 6 - Cromatograma da purificacao da lectina TnSL em coluna de gel de filtrac&o
Sephacryl S-100 (GE Healthcare) eluida em Tris/HCI 50 mM, pH 8,0, 0,5 M NaCl.
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Neste estudo, pela primeira vez foi isolado do muco do T. nattereri uma lectina,
a qual denominamos TnSL. A Nattectina é uma lectina presente na pegonha desse
mesmo peixe. A qual foi isolada a partir de uma trocadora catibnica, mas que também
exibiu apenas um pico que apresentou atividade hamaglutinante (LOPES-FERREIRA,
MAGALHAES, et al., 2011).

A tabela de purificacéo da proteina (Tabela 1) confirma a eficiéncia do processo

de purificagdo. A atividade hemaglutinante especifica (AHE) indica a concentracdo de
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proteina ao longo do processo de purificacdo. Observa-se que esse valor aumentou
apos um passo cromatografico. E o fator de purificacdo indica quantas vezes, em
relacdo ao material de partida, a proteina de interesse foi concentrada. Dessa forma,
pode-se afirmar que esse processo de purificacao foi eficiente uma vez que a proteina

foi concentrada acima de dez vezes.

Tabela 1 — Tabela de Purificagdo de TnSL.

Amostra Volume Proteina AH1 AHE Fator de
(ml) (mg/mL) Purificacao

Extrato 5 0,355 32 90,14 1

TnSL 2 0,0166 16 963,85 10,69

AH: Atividade Hemaglutinante; AHE: Atividade Hemaglutinante especifica.

A lectina purificada apresentou no gel de poliacrilamida em condi¢cdes
desnaturante (SDS-PAGE), uma massa molecular de aproximadamente 20 kDa
(Figura 7). Esse valor foi um pouco maior do que o encontrado para a Nattectina
(LOPES-FERREIRA, MAGALHAES, et al., 2011), que foi de 15 kDa.

Figura 7 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 12%.
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4.2 Determinagcdo da estabilidade térmica e efeito do pH e ions na atividade

hemaglutinante

Na avalicdo da estabilidade térmica de TnSL, a lectina manteve sua atividade
mesmo com 0 aumento da temperatura e em determinados pontos essa lectina teve
sua atividade ampliada, conforme observado no Gréfico 1. Sugerindo que o
desnovelamento parcial desta lectina expde residuos de aminoacidos que antes nao
estavam acessiveis, melhorando a interacdo com o seu ligante. Nao existem dados

da termoestabilidade da Nattectina que possam ser comparados com a TnSL.

Gréafico 1 - Estabilidade térmica da TnSL.
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TnSL foi sensivel a valores de pH muitos acidos, apresentando maior atividade
quando submetida a pH préoximo de 6,0 e com atividade diminuida em pH mais
elevados (Gréfico 2). Este fato pode ser resultante a sua adaptacdo ao meio em que
esses peixes sdo encontrados, em aguas estuarinas, cujo pH se encontra nessa faixa,
podendo alcancar valores mais altos em periodo chuvoso. A Nattecina apresentou
atividade em pH basico, sendo, portanto, considerada uma proteina basica (LOPES-
FERREIRA, MAGALHAES, et al., 2011), ao contrario da TnSL que exibiu melhor

atividade em pH acido.

A termoestabilidade e a manutencdo da atividade entre pH 6 a 7 sao
caracteristicas almejadas e estimulam a investigacdo antimicrobiana visando sua
aplicagéo biotecnologica. Para atuar como antimicrobiano TnSL precisa ser capaz de
atuar em uma ampla variedade de pH e temperaturas em que as bactérias e fungos
possam crescer (GOMES, PROCOPIO, et al., 2012).
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Gréfico 2 - Estabilidade da TnSL frente a diferentes valores de pH.
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Com relacéo ao efeito de ions, a lectina TnSL ndo apresentou alteragdo da sua
atividade hemaglutinante, mesmo a proteina sendo tratada com o agente quelante
EDTA (Gréfico 3). A maioria das CTLs exibem propriedades dependente de Ca?*,
contudo a propria Nattectina € uma lectina do tipo C que apresenta atividade
independente de Ca?*. Outras CTLs, presentes no muco de outros peixes, também
nao apresentam atividade dependente de cations divalentes, como é o caso da AJL-
2 (TASUMI, OHIRA, et al., 2002) e conCL (TSUTSUI, IWAMOTO, et al., 2007). A
auséncia de dependéncia, explica-se pela lectina ndo necessita de ions metalicos
para exercer sua atividade, ou se ions estao presente na estrutura da proteina estéo

fortemente ligados a molécula (CRUZ, 2015).

Gréfico 3 - Estabilidade de TnSL na presenca de ions metalicos.
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4.3 Inibicdo da atividade hemaglutinante

A AH da TnsL foi inibida parcialmente pelos carboidratos Manose, Frutose,
Fucose e Arabinose, conforme observado na Tabela 2. Sendo que Frutose e Manose
foram os carboidratos que apresentaram maior inibicdo. O que ocorre diferentemente
na Nattectina, a qual foi inibida por D-galactose e ndo por D-manose (LOPES-
FERREIRA, MAGALHAES, et al., 2011). Contudo esse achado sugere que a lectina
TnSL possa ser classificada como uma lectina tipo-C. Uma vez que tais lectinas
podem apresentar um dos dois tipos de dominios: e Inibicdo da AH por carboidratos
ou glicoconjugados caracteriza a natureza lectinica para as ligagdes as quais podera
estabelecer, sendo a inibicao por frutose e manose desejavel, uma vez que esses sao
carboidratos podem ser encontrados em microrganismos. EPN, em lectinas manose-
especificas ou QPD, em lectinas galactose-especificas (TSUTSUI, OKAMOTO, et al.,
2011b). Além disso, existem relatos onde um mesmo peixe produz mais de um tipo
de lectina. A exemplo, da A. japonica, cujo o mesmo tipo de célula é capaz de secretar
uma lectina da familia das galectinas e outra da familia das CTLs (TASUMI, OHIRA,
et al., 2002). Ou ainda, a C. myriaster que apresenta duas lectinas da familia da
galectinas e uma terceira lectina das CTLs, todas presentes no muco (MURAMOTO ,
KAGAWA, et al., 1999); (TSUTSUI, IWAMOTO, et al., 2007). A inibicdo da AH por
carboidratos caracteriza a natureza lectinica para as ligacbes as quais podera
estabelecer, sendo que a inibicdo por frutose e manose seja desejavel, uma vez que
esses carboidratos podem ser encontrados em microorganismos. Sugerindo dessa

forma a possibilidade dessa lectina apresentar atividade antimicrobiana.

Tabela 2 - Inibicdo da Atividade Hemaglutinante (IAH) com carboidratos.

Carboidrato AH (Titulo™?)
D-glicose NI
D-galactose NI
D-manose 16
D-frutose 16
D-fucose 32
Arabinose 32
Raminose NI
Metil-D-glicopiranosideo NI
Sacarose NI
Lactose NI
Maltose NI

NI, Nenhuma inibigo.
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4.4 Ensaio da atividade antibacteriana

O muco do T. natereri, apresentou em um teste preliminar, atividade
bacteriostatica (MIC de 16,25 pg/mL) contra as bactérias Klesbiella pneumoniae,
Escherichia coli, Staphylococcus aureus e Enterococcus faecalis, de acordo
apresentado na Tabela 3. O mesmo néo foi observado com a peconha do mesmo
peixe. Este resultado preliminar evidencia que a lectina TnSL possui atividades

antimicrobiana enquanto a Nattectina ndo apresenta tal atividade.

Tabela 3 - Atividade antibacteriana da do extrato e peconha de T. natereri.

Microorganismo Amostra MIC (ng/mL)
_ _ Muco 16,25

Klebsiella pneumoniae

Peconha ND

Muco 16,25
Escherichia coli

Peconha ND

Muco 16,25
Staphylococcus aureus

Peconha ND

Muco 16,25
Enterococcus aureus

Peconha ND

ND: ndo detectado

A propriedade antimicrobiana também foi observada ao analisar a lectina
purificada (TnSL) contra Enterococcus spp, Acinetobacter spp, Serratia spp,
Staphylococcus aureus e Pseudomonas aeruginosa. As concentracfes minimas
inibitéria foi determinada para a lectina conforme apresentada na Tabela 4. Os
resultados da atividade antibacteriana indicam que TnSL apresenta atividade
bacteriostatica para as bactérias testadas, uma vez que a lectina inibiu seu
crescimento. As cepas das bactérias cedidas pelo Setor de Microbiologia da UFAL
foram oriundas de pacientes imunocomprometidos do Centro de Alta Complexidade
em Oncologia (CACON-UFAL), o que confere a essas cepas uma resisténcia
considerada e justifica o fato da lectina nédo ter apresentado atividade bactericida. A
presenca de atividade antibacteriana no muco com valores de MIC menores do que
0s obtidos para a lectina isolada demonstram que outros compostos presentes no

muco de T. nattereri além das lectinas possuem atividade antibacteriana ou que a
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lectina TnSL sofre sinergismo com algum componente do muco, resultando em

elevacdo da atividade.

Tabela 4 - Atividade antibacteriana da lectina do T. natereri (TnSL).

Cepas MIC (ng/mL)
Enterococcus spp 250
Acinetobacter spp 250

Serratia spp 125
Staphylococcus aureus 62,5
Pseudomonas aeruginosa 31,25

4.5 Ensaio da atividade antifungica

A atividade antifungica de TnSL sobre as leveduras Candida albicans e
Cryptococcus neoformans nao foi observada. A lectina ndo apresentou inibicdo do
crescimento para ambas leveduras. Estes resultados sugerem que estes
microrganismos nao possuem na composicdo de suas respectivas paredes celulares
carboidratos que possuem afinidade ao sitio de ligagdo da lectina. Contudo a
investigacdo desta atividade em um rol de fungos com caracteristicas diversificadas
torna-se necessaria antes de descartar sua capacidade antifangica. Uma vez que
muitas lectinas presente no muco do peixe apresentam atividade aglutinante seja para
bactéria, fungo ou até mesmo parasitas. Em especial a pufflectina, que néo
apresentou uma atividade aglutinante eficiente em bactérias, mas quando testada com
parasitas exibiu uma forte interacéo (TSUTSUI, OKAMOTO, et al., 2006a). Além disso,
TnSL apresentou algumas caracteristicas vantajosas, que encorajam o estudo de seu

potencial biotecnoldgico.
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5 CONCLUSAO

A lectina presente no muco do T. nattereri foi purificada em um Unico passo
cromatografico;

TnSL é uma proteina 4cida, termoestavel, apresentando massa molecular
aproximadamente de 20 kDa e atividade independente de ions divalentes;

A proteina foi parcialmente inibida por manose e frutose;

Apresentou atividade bacteriostatica;

Potencial para uso biotecnoldgico.
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