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RESUMO
Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem nao imunoldgica que possuem sitios de
ligagdo para carboidratos e/ou glicoconjugados. Uma lectina do liquen Cladonia verticillaris
foi purificada através de cromatografia de exclusdo molecular. O liquen triturado foi
submetido a extracdo e uma purificacdo parcial por fracionamentos utilizando sulfato de
amonio. As amostras foram submetidas a ensaios de atividade hemaglutinante (AH) e suas
concentragdes protéicas foram estimadas. A fracdo mais ativa, F; (0-30 %), foi submetida a
ensaios de inibi¢do, a ensaios de estabilidade térmica e de dependéncia de ions divalentes,
assim como a ensaios cromatograficos para a purificagdo e caracterizacdo lectinica. ClaveLL
foi isolada através de cromatografia de exclusao molecular de F;, e submetida aos mesmos
ensaios; foi também avaliada quanto a estabilidade da AH em valores de pH compreendidos
de 2 a 12. F; e ClaveLL foram analisadas em eletroforeses em gel de poliacrilamida (PAGE)
para proteinas nativas acidas e basicas, assim como para proteinas desnaturadas. F; foi inibida
parcialmente por carboidratos (N-acetil-D-glicosamina, xilose, arabinose, ramnose € manose)
e glicoproteinas (fetuina, caseina, ovalbumina e peroxidase) ou totalmente (glicoproteinas
presentes em soro fetal bovino e em soro de coelho). ClaveLL foi inibida parcialmente por
carboidratos (N-acetil-D-glicosamina, galactose, ramnose, manose, glicose ¢ trealose) e
ovalbumina, e inibida totalmente por fetuina, asialo-fetuina, caseina, asocaseina e
glicoproteinas presentes em colostro, soro de coelho e soro fetal bovino. F; foi termoestavel,
mantendo sua AH a 80°C, enquanto ClaveLL foi sensivel ao aumento de temperatura. F; e
ClaveLL nao foram dependentes de ions, mas MnCl,, BaCl,, CaCl, e MgCl, estimularam sua
AH. ClaveLL foi mais ativa nos valores de pH acido (5,5) ou basico (11,0). PAGE contendo
SDS resolveu F; e ClaveLL como Unica banda polipeptidica (glicosilada) com peso molecular
menor que 14 kDa. F; glicosilada pode ter residuos glicose/manose uma vez que se ligou a
Cramoll 1,4-Sepharose, uma matriz de afinidade com a lectina de semente de Cratylia mollis,
isoformas 1 e 4 glicose/manose especifica, imobilizada a Sepharose CL-4B. PAGE para
proteinas nativas acidas detectou em ClaveLL uma unica banda que migrou junto com a
frente de corrida; o mesmo foi observado em PAGE para proteinas nativas basicas.
Cromatografia de ClaveLL através de filtragio em gel em sistema AKTA-FPLC, resolveu trés
picos distintos com AH, que sugeriram formas de agregados moleculares para a lectina nativa,
com pesos moleculares estimados em 170, 110 (pico principal) e 82 kDa. Concluindo,
ClaveLL glicosilada altamente purificada ¢ estdvel a pH e principalmente inibida por

glicoproteinas.
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ABSTRACT

Lectins are proteins or glycoproteins of nonimmune origin with binding sites to carbohydrates
and/or glycoconjugates. A lectin from the lichen Cladonia verticillaris was purified through
molecular exclusion chromatography. The ground lichen was submitted to extraction and a
partial purification by ammonium sulphate fractionations. Samples were assayed to
haemagglutinating activity (HA) and proteins were estimated. The most active fraction, F; (0-
30 %), was submitted to inhibition assays, thermal stability and divalent ions dependency
assays, as well as chromatographic assays to lectin purification and characterization. ClaveLL
was isolated through molecular exclusion chromatography of F;, and submitted to the same
assays; it was also evaluated in relation to HA stability in pH ranging from 2 to 12. F; and
ClaveLL were analyzed in polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE) for native, acidic and
basic proteins, as well as denatured proteins. F; was partially inhibited by carbohydrates (N-
acetyl-D-glucosamine, xylose, arabinose, rhamnose and mannose) and glycoproteins (fetuin,
casein, ovalbumin and peroxidase); it was totally inhibited by bovine fetal serum and rabbit
serum glycoproteins. ClaveLL. was partially inhibited by carbohydrates (N-acetyl-D-
glucosamine, galactose, rhamnose, mannose, glucose and threalose) and ovalbumin; it was
totally inhibited by fetuin, asialo-fetuin, casein, asocasein, colostrum, rabbit and bovine fetal
serum glycoproteins. F; was thermostable, keeping HA till 80 °C (30 min) while ClaveLL
was sensible to increase of temperature. F; and ClaveLL were not ion dependents, but MnCl,,
BaCl,, CaCl, and MgCl, stimulated HA. ClaveLL was most active in acidic (5.5) or basic
(11.0) pH values. PAGE containing SDS resolved F; and ClaveLL as unique polypeptide
bands (glycosylated), with molecular weight smaller than 14 kDa. Glycosylated F; might have
glucose/mannose residues since it did bind to Cramoll 1,4-Sepharose, an affinity matrix with
Cratylia mollis seed lectin, isoforms 1 and 4 glucose/mannose specific, immobilized to
Sepharose CL-4B. PAGE for native and acidic proteins detected in ClaveLL a unique band
that migrated with the front line; the same it was observed in PAGE for native and basic
proteins. ClaveLL gel filtration chromatography in AKTA-FPLC system, resolved three
distinct peaks with HA, that suggested molecular aggregates forms to the native lectin, with
molecular weights estimated in 170, 110 (principal peak) and 82 kDa. In conclusion, highly
purified glycosylated ClaveLL is pH stable and mainly inhibited by glycoproteins.
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1 INTRODUCAO

1.1  LECTINAS: GENERALIDADES

Denominacao

Stillmark em 1888, estudando a toxicidade de extratos de Ricinus communis (mamona)
observou sua capacidade para aglutinar eritrocitos devido a presenca de uma proteina
extraida, a ricina, marcando o inicio das pesquisas envolvendo lectinas (Sharon & Lis, 1988).

O termo lectina (originado do latim “lectus”, que significa selecionado, escolhido) foi
utilizado por Boyd & Shapleigh (1954) para designar o grupo de proteinas que apresentam a
caracteristica comum de seletividade na interagdo com carboidratos. Lectinas sdo proteinas ou
glicoproteinas de origem ndo imunoldgica, que apresentam dois ou mais sitios de ligagdo
capazes de interagir, de forma reversivel, com carboidratos e glicoconjugados (Goldstein et
al., 1980).

A énfase que ¢ dada quanto a origem ndo imune das lectinas serve para distingui-las de
anticorpos anticarboidratos que aglutinam células. Enquanto os anticorpos sdo estruturalmente
similares, as lectinas diferem entre si quanto a composi¢do aminoacidica, requerimentos de
metais, peso molecular e estrutura tridimensional. Além disso, as lectinas ndo sdo apenas
encontradas em animais, mas também em outros organismos que nao possuem sistema imune,
como plantas e bactérias (Moreira et al., 1990).

Essas moléculas foram definidas como uma classe de proteinas de origem nao
imunoldgica que reconhecem carboidratos, livres ou conjugados a superficies celulares,
através de seus sitios de ligagdo nos quais a hidrofobicidade caracteristica ¢ a principal forca

de interacdo (Kennedy et al., 1995).

Deteccao e Especificidade

As lectinas sdo, em sua maioria, di ou polivalentes e sdo capazes de formar pontes
entre carboidratos ou glicoproteinas que se apresentam em solucdo ou sdo ligadas a membrana
celular (Flemming et al., 1992).

A presenga de lectinas numa amostra pode ser facilmente detectada a partir de ensaios
de aglutinacdo, nos quais estas interagem com cé¢lulas, através de seus sitios de ligagao,
formando diversas ligacdes reversiveis entre células opostas. O ensaio de hemaglutinagdo ¢ o
mais comumente utilizado por promover a visualizagdo desta propriedade de aglutina¢ao de
eritrocitos por lectinas. Os eritrdcitos utilizados no ensaio podem ser de origem humana ou de

outros animais, tratados por enzimas ou quimicamente (Nomura et al., 1998; Coelho & Silva,
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2000) assim como nao tratados (Sampaio et al., 1998a; Sampaio et al., 1998b;
Wititsuwannakul et al., 1998; Mo et al., 2000).

Landsteiner e Raubitscheck (1908) observaram que varios extratos de sementes
apresentavam diferentes atividades hemaglutinantes com eritrocitos de diferentes fontes
animais e que aglutininas vegetais eram especificas para certos tipos sanguineos. Boyd &
Reguera (1949), estudando a aglutinina de Phaseolus limenses, descobriram sua
especificidade para eritrocitos do tipo A, determinando que algumas aglutininas tém
especificidade para determinado grupo do sistema ABO. Portanto, lectinas podem apresentar
especificidade para eritrocitos, como a lectina de Zizyphus mauritiana (Gupta & Srivastava,
1998) que s6 aglutina eritrocitos humanos, as lectinas de Charybdis japonica (Umetsu, 1991)
e do cogumelo Marasmius oreades (Winter et al., 2002) especificas para eritrocitos tipo B, e a
lectina de Tachypleus tridentatus (Nagai, 1999) especifica para eritrocitos tipo A; outras
lectinas, no entanto, sdo caracterizadas como ndo especificas para grupos sanguineos
(Banerjee et al., 2004).

A habilidade de aglutinar células distingue lectinas de outras macromoléculas capazes
de ligar carboidratos e ¢ por isso incluida na definicdo de lectinas, de acordo com aquela
proposta por Goldstein et al. (1980).

Outra forma de avaliar a presenga de lectinas numa amostra ¢ através de ensaios de
precipitacdo de polissacarideos ou glicoproteinas (Moreira et al., 1998; Yamaguchi et al.,
1998).

A deteccdo de lectinas através do ensaio de hemaglutinagdo ¢ confirmada pelo
fendmeno de inibicdo desta hemaglutinacao na presenca de um (ou mais) carboidrato(s) em
concentracao determinada na solucdo do ensaio.

A determinacdo da especificidade de uma lectina ¢ dada pelo monossacarideo que, em
menor concentragdo, possua maior habilidade para inibir sua atividade de hemaglutinagdo ou
de precipitagcdo de polissacarideos ou glicoproteinas; no entanto, algumas lectinas ndo
apresentam um monossacarideo inibidor e sdo inibidas apenas por oligossacarideos. De
acordo com Sharon & Lis (1990) algumas lectinas apresentam interagdes mais fortes com
oligossacarideos em comparagdo com monossacarideos, outras sdo quase exclusivas para
oligossacarideos. Assim, as lectinas podem ser classificadas com especificidade para
monossacarideo ou para oligossacarideo.

Muitas lectinas de plantas podem ser inibidas por mono ou dissacarideos; geralmente
as concentragoes de tais carboidratos necessarias para inibigao sio relativamente altas, quando

comparadas as concentracdes de oligossacarideos complexos, inibidores de outras lectinas.
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Essa elevada capacidade de reconhecer oligossacarideos como inibidores ¢ devido ao fato de
que o sitio de ligacdo das lectinas ¢ mais complementar para oligossacarideos (Peumans &

Van Damme, 1998).

Distribuicdo

Lectinas estdo largamente distribuidas na natureza, sendo freqlientemente isoladas de
sementes (Cavada ef al., 1998; Gupta & Srivastava, 1998; Moreira ef al., 1998; Machuka et
al., 1999; Freire et al., 2002; Rego et al., 2002; Konozy et al, 2003) e, em menores
proporgdes, de outros tecidos vegetais (Bertrand et al., 1998; Nomura et al., 1998; Sampaio et
al., 1998a; Sampaio et al., 1998b; Wititsuwannakul et al., 1998; Coelho & Silva, 2000;
Martinez & Cordoba, 2000; Naeem et al., 2001; Ambrosio et al., 2003; Mishra et al., 2004).
Sao também detectadas em invertebrados (Nagai et al., 1999; Pace et al., 2002; Banerjee et
al., 2004), vertebrados (Bazil & Entlicher, 1999; Dunphy et al., 2002), microorganismos
(Muniasamy et al., 1998; Yamaguchi et al., 1998; Syed et al., 1999; Kawagishi et al., 2001,
Candy et al., 2003; Wang & Ng, 2003a; Wang et al., 2003) e organismos simbionticos como
liquens (Elifio et al., 2000; Molina & Vicente, 2000).

Papéis Fisiologicos em Plantas, Fungos e Liquens

Com base nas suas propriedades gerais e localizagdo em diferentes tecidos, muitas
fungdes fisioldgicas para lectinas ja foram sugeridas. Lectinas vegetais poderiam
desempenhar importantes papéis tais como proteinas de reserva, no mecanismo de defesa
contra microrganismos fitopatogénicos, insetos e animais predadores (Ponchel & Irache,
1998; Machuka et al., 1999; Freire et al., 2002; Wang & Ng, 2003b), e como mediadores da
simbiose planta-microrganismo (Rudiger, 1998; Naeem et al., 2001; Limpens & Bisseling,
2003).

As lectinas s3o as unicas proteinas de origem vegetal com capacidade para reconhecer
e se ligar a glicoconjugados presentes na superficie de microorganismos ou no trato intestinal
de insetos e mamiferos herbivoros (Peumans & Van Damme, 1998); tais moléculas parecem
desempenhar um importante papel de protecdo do vegetal contra esses organismos
predadores, afetando o crescimento e desenvolvimento de insetos e apresentando atividades
toxicas em animais herbivoros. Algumas lectinas ja sdo conhecidas quanto a sua toxicidade,
tais como a lectina de Sambucus sieboldiana (Rojo et al., 1997), a aglutinina de Phaseolus
vulgaris (PHA), a lectina de Robinia pseudoacacia e a lectina de Sambucus nigra (Peumans

& Van Damme, 1998).



De acordo com alguns estudos, lectinas de plantas sdo potentes inibidores in vitro de
viroses animais € humanas. Algumas delas podem ter um papel antiviral indireto; por
exemplo, a presenca de lectinas inseticidas pode prevenir e/ou reduzir a difusdo de doencas
virais transmitidas por insetos (Peumans & Van Damme, 1995).

De forma contraria, algumas lectinas, como a aglutinina de Dolichos biflorus, ¢ a
aglutinina de soja, podem promover o aumento da infecgao de certas células por determinados
virus, quando estas sdo tratadas antes ou durante a inoculagado viral (Ogino et al., 1999).

Lectinas possuem a capacidade de se ligarem especificamente a hifas fingicas, e
atuam impedindo o consumo de nutrientes e a incorporacdo de precursores necessarios para o
crescimento do fungo. Atuam ainda sobre a germinagdo de esporos fungicos, provavelmente
num estadgio muito inicial do processo, inibindo-a, de modo que héd um prolongamento do
periodo latente que precede a germinacgdo (Lis & Sharon, 1981).

Lectinas de fungos podem estar envolvidas na biossintese da parede celular e
diferenciagdo do micélio, na adesdo de esporos de espécies patogénicas a insetos hospedeiros
e a nematodos (Kellens & Peumans, 1990), no reconhecimento fungo-micoparasitas, atuar
como proteinas estoque, e apresentar atividade pesticida (Trigueros et al., 2003). A lectina
presente em Rhizoctonia solani parece desempenhar um papel fisioldgico de proteina de
estocagem, além de atuar no reconhecimento especifico desse fungo aos micoparasitas
Trichoderma (Kellens & Peumans, 1990).

Em liquens, tem sido sugerido que as lectinas de origem flingica podem estar
envolvidas no estabelecimento da simbiose (Lockhart et al., 1978). Lectinas micobiontes tém
sido implicadas no reconhecimento do cianobionte por um micobionte. Porém, pesquisas
englobando observagdes diretas, experimentos sobre lectina-ligante e andlises de intron de
tRNA"" indicam uma ampla ou baixa especificidade cianobionte-micobionte (Rai &

Bergman, 2002).

Propriedades Bioldgicas e Aplicagoes

As lectinas, por suas propriedades caracteristicas, sdo importantes ferramentas em
pesquisas na area da Bioquimica, da Biologia Celular, da Medicina, da Imunologia ¢ areas
relacionadas.

Tais moléculas desempenham os mais variados efeitos sobre as células, dentre os
quais aglutinacdo, estimulagdo mitogénica, redistribuicio de componentes de superficie
celular, modificagdo da atividade de enzimas de membrana, inibi¢do de crescimento fingico,

toxicidade in vitro e in vivo, entre outros.



Algumas lectinas sdo capazes de atuar sobre linfocitos, fazendo com que estas células
passem de um estado quiescente para um estado de crescimento e proliferacdo. A lectina de
Aloe arborescens (Koike et al., 1995), as lectinas de Phytolacca americana (Kino et al.,
1995) a lectina de Cladrastis lutea (Van Damme et al., 1995), a lectina de Belamyia
bengalensis (Banerjee et al., 2004) ¢ a lectina de semente de Cratylia mollis, Cramoll (Maciel
et al., 2004) sao alguns exemplos de lectinas com atividade mitogénica.

Virias lectinas de cogumelos também tém exibido atividade mitogénica sobre varios
tipos celulares, como células T de esplendcitos de camundongos (Ho et al., 2004) e atividade
anti-proliferariva (Ngai & Ng, 2004) sobre células tumorais da leucemia (L1210 e M1) e de
hepatoma (Hep G2).

Lectinas, como a aglutinina de Canavalia ensiformes (Con A), a aglutinina de germe
de trigo (WGA), entre outras, sdo citotoxicas para células de mamiferos tanto in vitro como in
vivo. No entanto, a toxicidade destas proteinas ¢ muito baixa quando comparada com outras
toxinas de plantas, tais como ricina e abrina. A acgdo toxica de lectinas sobre células ¢
geralmente seletiva; elas sdo muito mais ativas sobre células transformadas, que sdo mais
sensiveis aos seus efeitos quando comparadas a células normais (Lis & Sharon, 1986).

A sielboldina-b, uma lectina presente em Sambucus sieboldiana, foi avaliada quanto a
sua toxicidade in vivo em camundongos suissos, e citotoxidade in vitro sobre células HeLa;
apesar de ndo ter apresentado acdo téxica in vivo quanto a sintese protéica. Foi fortemente
citotoxica in vitro, mostrando habilidade como proteina ribossomo-inativadora (RIP) inibindo
a sintese protéica (Rojo et al., 1997). Outra lectina, isolada de Viscum album, também
apresentou propriedades citotoxicas sobre células Molt4 de humanos, uma linhagem celular
derivada de células T de leucemia (Peumans et al., 1996).

A lectina de Phaseolus acutifolius foi testada in vivo em camundongos e mostrou
possuir baixa toxicidade, podendo ser utilizada em estudos carcinogé€nicos que possam levar a
terapia do cancer (Reynoso-Camacho et al., 2003).

Uma lectina de Galanthus nivalis, GNA, foi fusionada a uma neurotoxina de aranha,
SFI1 (inseto-especifica); a lectina atuou como carreadora da neurotoxina, levando-a a
hemolinfa das larvas de lepiddpteros; a fusdo SFI1/GNA mostrou potencial utilizagdo como
pesticida em cultivos de plantas (Fitches et al., 2004).

Lectinas tém sido utilizadas em Histologia e Patologia como ferramentas em ensaios
citoquimicos para localizagdo de glicoconjugados em diferentes tecidos de animais
invertebrados (Franceschini ef al., 2000), em ensaios histoquimicos e imunohistoquimicos

para deteccdo de residuos glicosilados em superficies teciduais de humanos e animais (Meyer
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et al., 2000; Barou et al., 2002; Pedini et al., 2002), e como ferramentas glicohistoquimicas
para analises de estruturas de tecidos humanos normais e alterados. Essas proteinas tém sido
aplicadas na exploracdo de tecidos renais de humanos e de outros animais, e t€ém fornecido
contribui¢des importantes para o prognodstico e diagnostico de doengas em humanos, como o
cancer (Danguy et al., 1998; Kabir, 1998), para distinguir o cancer de prostata e a hiperplasia
benigna neste 6rgdo (Basu et al., 2003), para caracterizar ¢ avaliar o padrao de ligacdo em
tecidos humanos de mama transformados (Beltrdo et al, 1998), para deteccdo de
modificacdes celulares em varios tecidos (Kunstfeld & Petzelbauer, 2001), para detectar
inflamacdo e alteracdes associadas a neoplasia em intestino humano (Brinck et al., 1998), e
para a caracterizagao de patologias cerebrais, como a hidrocefalia fetal humana (Ulfig et al.,
2003) e prognostico/diagndstico de patologias em tecidos cerebrais, como mudancas
degenerativas convencionais (Nishi ef al., 2003) e tumor meningotelial (Beltrao et al., 2003).
Devido ao fato de algumas lectinas possuirem habilidade para mediar mucoadesdo,
citoadesdo e citoinvasao de drogas (Gabor et al., 2004), essas moléculas tém sido exploradas
quanto a sua utilizacdo em sistemas de liberacdo de drogas. Nesse sentido, lectinas tém sido
avaliadas em ensaios biotecnologicos; BmoLL (lectina de folhas de Bauhinia monandra) e
LC (lectina de Lens culinaris) foram incorporadas e também adsorvidas na superficie de
nanoparticulas, mostrando ser potenciais ferramentas para a utilizacdo dessas nanoparticulas

em medicamentos de administragdo oral com liberacao controlada (Rodrigues ef al., 2003).

Caracteristicas Estruturais das Lectinas

As diferencas estruturais entre as lectinas sdo devido a variagdes no nuimero de
subunidades por molécula e na natureza dos polipeptideos. Pontes dissulfeto, pontes de
hidrogénio e também as interagdes hidrofobicas podem estar presentes nas subunidades de
associacdo (Kennedy et al., 1995); as interagdes entre as subunidades parecem desempenhar
um papel dominante na estabilidade dessas proteinas (Mitra et al., 2002).

As especificidades e afinidades dos sitios associados sdo alcangadas principalmente
por pontes de hidrogénio, com a ajuda de forcas de van der Walls e interagdes hidrofobicas
com residuos de aminoacidos aromaticos que estdo proximos as por¢des hidrofébicas de
monossacarideos (Sharon, 1993) contribuindo para a estabilidade e especificidade dos
complexos formados.

Algumas lectinas apresentam ions metalicos ligados a sua estrutura; tais ligacdes sdo
coordenadas por moléculas de agua, que também servem para mediar as interacdes das

lectinas com carboidratos (Sharon & Lis, 2002).



A especificidade de lectinas de plantas a carboidratos ¢ primeiramente determinada
pela estrutura tridimensional dos seus sitios de ligacao, que se apresentam conservados a nivel
aminoacidico, dentro de familias de lectinas (Peumans & Van Damme, 1998). As lectinas
exibem uma elevada homologia em seus residuos de aminoécidos, incluindo aqueles
envolvidos na ligagdo a monossacarideos e a maioria dos que coordenam os ions metalicos
necessarios a integridade das subunidades e ao correto posicionamento dos residuos para a

liga¢do (Sharon, 1993).

Classificacdo

As lectinas de plantas tém sido agrupadas dentro de familias distintas de proteinas
homoélogas que apresentam propriedades estruturais comuns. A familia de lectinas de
leguminosas ¢ a mais bem estudada e caracterizada; outras familias de lectinas sdo ainda
conhecidas, como o caso da familia de lectinas de solanaceas e a familia de lectinas de cereais
(gramineas), pouco estudada e cujo unico membro ja bem caracterizado ¢ a aglutinina de
germe de trigo ou WGA (Sharon, 1993).

Baseando-se na estrutura global das lectinas de plantas, estas podem ser divididas em
trés principais tipos distintos: as merolectinas, as hololectinas e as quimerolectinas (Peumans
& Van Damme, 1995). As merolectinas sdo proteinas formadas exclusivamente por um
dominio de ligacdo a carboidrato; sdo proteinas pequenas, formadas por um unico
polipeptideo e, por conta de sua natureza monovalente, sdo incapazes de precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células. As hololectinas também sdo exclusivamente formadas
de dominios de ligagdo a carboidratos, mas contém dois ou mais destes dominios que sdao
idénticos ou muito semelhantes; este grupo compreende todas as lectinas que possuem
multiplos sitios de ligagdo, sendo capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados.
As quimerolectinas sdo a fusdo de proteinas contendo um dominio de ligagdo a carboidrato
com um dominio ndo relacionado (que possui uma atividade catalitica definida ou nao
apresenta atividade biolodgica) que atua de forma independente. Outro tipo sugerido por Van
Damme et al., 1996, sdo as superlectinas; este tipo de lectina consiste de moléculas com pelo
menos dois dominios de interacdo a carboidratos distintos.

As lectinas de plantas podem ainda ser classificadas de acordo com sua especificidade
de interacdo com carboidratos, em lectinas glicose/manose especificas (Correia & Coelho,
1995; Nomura et al., 1998), galactose especificas (Cavada et al., 1998; Machuka et al., 1999;
Coelho & Silva, 2000), acido-sialico especificas, manose-especificas (Mo et al., 1993; Koike

et al., 1995), entre outras.



Evolucio Adaptativa

Dentre os argumentos indicativos de que as lectinas possuem um papel de defesa nas
plantas, o mais importante ¢ a capacidade de ligacdo dessas moléculas a glicoconjugados de
outros organismos. Tais moléculas, em geral, ligam-se a carboidratos simples; no entanto, elas
possuem uma afinidade muito alta por oligossacarideos que sdo incomuns ou totalmente
ausentes em plantas. Exemplos deste fato sdao as lectinas de plantas quitina-ligantes, como a
lectina de Viscum album (Peumans et al., 1996), e as lectinas acido-sidlico-ligantes. As
primeiras reconhecem um carboidrato tipico da parede celular de fungos e do exoesqueleto de
invertebrados; as segundas reconhecem um carboidrato que ¢ ausente em plantas, mas que é o
principal componente de glicoproteinas animais. Além dessa capacidade caracteristica de
ligacdo, lectinas de plantas possuem estabilidade elevada, mesmo quando submetidas a
condi¢des desfavoraveis como mudangas de pH, de temperatura ou exposi¢do a proteases de
insetos ¢ animais. Essas moléculas parecem ainda estar preferencialmente associadas com
determinadas partes vegetais que sdo mais suscetiveis ao ataque de outros organismos
(geralmente o6rgdos de estocagem e sementes) e que necessitam de um sistema de defesa
(Peumans & Van Damme, 1995).

As lectinas de sementes e outros tecidos de estocagem parecem desempenhar um
papel como proteinas de estocagem devido a suas propriedades bioquimicas, sua abundancia e
seu papel na regulagdo do desenvolvimento do vegetal. No entanto, como proteinas de
estocagem, essas moléculas parecem ainda desempenhar uma dupla funcdo: elas atuam como
proteina de defesa, sendo tdxicas contra diversos organismos predadores, a0 mesmo tempo
em que estocam nitrogénio. As diferentes especificidades de ligacdo a carboidratos de
diferentes lectinas para reconhecer uma grande diversidade de carboidratos ou glicoproteinas
presentes em microorganismos € outros animais, assim como sua dupla funcdo de
estocagem/defesa contra predadores podem ser consideradas caracteristicas resultantes de

uma grande evolugdo adaptativa de plantas (Peumans & Van Damme, 1998).

1.2 PURIFICACAO DE LECTINAS

Devido a amplitude de propriedades e aplicacdes, lectinas t€ém sido purificadas por
métodos j& convencionais que se baseiam nos seus aspectos moleculares gerais, como
proteinas que sdo, e seus aspectos particulares, como um grupo de proteinas com afinidade

por carboidratos e glicoconjugados.



O primeiro passo no processo de purificacdo de lectinas, em especial aquelas de
material vegetal, ¢ a extracdo dessas proteinas em solucao salina (Kawagishi et al., 2001) ou
solugdo tampao (Trigueros et al., 2003). Tal solu¢do ¢ misturada ao triturado do vegetal de
forma a constituir um extrato com concentragdo determinada. O material ¢ submetido a
extragdo sob periodo de tempo e condigdes de temperatura estabelecidos, sob agitagdo
constante. O método de extracao utilizando tais solugdes resulta num aumento de solubilidade
das proteinas do triturado e, portanto, ¢ um passo importante ao processo de purificagdo
protéica. O material extraido ¢ filtrado e o extrato sobrenadante ¢ centrifugado em centrifuga
refrigerada para obtencdo do extrato bruto, livre do triturado.

Apos extragdo dessas moléculas, em geral ¢ procedido o método de precipitacao
protéica por fracionamento salino com sulfato de amdnio (Elifio ef al., 2000); tal processo
baseia-se na separacdo de moléculas de acordo com suas diferengas de solubilidade. A
precipitagdo utilizando sais neutros ¢ possivel porque estes sais, em func¢do de sua forca
i0nica, afetam a solubilidade de proteinas globulares; em concentragdes reduzidas, eles
aumentam a solubilidade de proteinas (salting in), mas quando a forca idnica ¢ aumentada, ha
uma reducdo da solubilidade protéica e estas podem chegar a ser quase completamente
precipitadas (salting out); proteinas precipitadas sdo capazes de manter sua conformagio
nativa e podem ser dissolvidas sem sofrer desnaturacdo. Assim, diferentes fracionamentos sao
procedidos para purificacdo parcial de varias lectinas presentes num extrato, ja que proteinas
diferentes apresentam reacdes diferentes em resposta a concentragdes salinas.

As lectinas parcialmente purificadas sdo geralmente submetidas ao processo de dialise
em membranas semipermeaveis, método baseado na separacdao de moléculas por diferencas de
peso molecular; as proteinas ficam retidas enquanto que moléculas menores - como
carboidratos ou sais - presentes na amostra passam para a solucao solvente.

Um outro método utilizado para purificagdo protéica é a cromatografia, que pode ser
do tipo troca io6nica (Wang et al., 2003), exclusdo molecular e cromatografia por
biosseletividade (Candy et al., 2003). Alguns protocolos de purificagdo podem combinar os
trés métodos cromatograficos para a purificagao total da lectina (Wang & Ng, 2003a).

A cromatografia por troca idnica possui uma fase estacionaria altamente carregada a
qual moléculas (como proteinas) com carga de sinais contrarios sdo seletivamente adsorvidos
da fase movel. As moléculas adsorvidas podem entdo ser eluidas, pela utilizacdo de outros
ions, com o mesmo tipo de carga, porém com maior for¢a de interagdo com a fase
estacionaria. Este método de separagdo baseia-se na adsor¢do reversivel e diferencial dos ions

da fase movel pelo grupo trocador da matriz; essa diferenca de afinidade se deve a diferencgas
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de carga, e pode ser controlada por fatores como o pH e a forca i6nica (Spadaro, 1997). A
cromatografia por troca idnica permite a purificacdo de lectinas, tais como a de Viscum album
(Peumans et al., 1996), ¢ a de Hevea brasiliensis (Wititsuwannakul et al., 1998); esse método
cromatografico permite também a separagdo de isoformas de preparagdes lectinicas, pela
utilizagdo de um gradiente salino crescente (Mishra et al., 2004).

Matrizes organicas como o dextrano e a agarose podem ser usadas na cromatografia de
troca i0nica, porém a mais utilizada ¢ a celulose. A celulose ¢ um biopolimero de glicose que
apresenta ligagdes cruzadas de pontes de hidrogénio, tendo grupos hidroxilicos que sao
facilmente oxidaveis a grupos carboxilicos, sendo esta a razdo que capacita a celulose como
trocador (Spadaro, 1997). Dentre os trocadores utilizados, derivados da matriz de celulose,
estdlo o dietilaminoetilcelulose (DEAE-celulose), um trocador anidnico, € o
carboximetilcelulose (CM-celulose), um trocador catidénico, ambos carregados em pH neutro.

A cromatografia de exclusdo molecular, quando aplicada a uma série homdloga de
polimeros tais como proteinas, tendo densidade e formas semelhantes, permite purificar,
determinar a massa molecular de lectinas (Cavada et al., 1998; Freire et al., 2002), e também
defini-las como estruturas mono, di, tri ou tetraméricas, quando os resultados sdo comparados
a corridas eletroforéticas (Kawagishi et al., 2001). Esta cromatografia também conhecida
como filtragdo em gel, permeacao em gel, ou peneira molecular de fusdo restrita, promove
uma distribui¢do seletiva e dindmica das moléculas entre fases liquidas distintas, dependentes
da fase estacionaria composta por poros de tamanho controlado. A matriz ¢ composta por um
gel constituido de macromoléculas que tém ligacdes cruzadas, com afinidade pelos solventes,
mas que neles sdo insoluveis. As particulas estacionarias formam um gel com caracteristicas
de inércia quimica, estabilidade e baixo teor de ions. A fase estacionaria controla o
movimento das substancias que por ela passam, variando suas velocidades e promovendo a
separa¢do (Rothschild, 1997).

Os géis utilizados comumente como matriz de exclusdo molecular sdo dextrano
(Sephadex), os géis de poliacrilamida (Bio-Gel), os géis de agar e agarose e outros. O
Sephadex, dentre todos eles, ¢ o mais utilizado. Trata-se de um biopolimero (polissacarideo)
obtido por fermentag¢do da sacarose, pela agdo bacteriana; ¢ formado por unidades de glicose
predominantemente unidas por ligagdes oc-1-6, apresentando ramificagdes que variam entre 1-
2, 1-3 ¢ 1-4 (Spadaro & Fonseca, 1997). Seu tratamento com substancias quimicas produz
ligagdes cruzadas nas cadeias polissacaridicas fornecendo um material que, em agua, produz
um gel com estrutura tridimensional (Rothschild, 1997) util para sua utilizagdo em processos
de purificacdo de lectinas.
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O principio da cromatografia por biosseletividade corresponde ao isolamento seletivo
de macromoléculas bioldgicas, pela utilizacdo das propriedades dessas substancias de se
ligarem de forma reversivel a ligantes especificos. A amostra ¢ aplicada a coluna; as
moléculas sem afinidade passam sem ligar & matriz, e as especificas sdo retidas. Estas sdo
eluidas pela alteracao do pH e/ou forga idnica do meio, ou pelo emprego de substancias com
maior afinidade ao ligante (Spadaro & Fonseca, 1997).

Varios suportes podem ser uteis em cromatografia por biosselitividade, como a matriz
de celulose, a matriz de gel de guar, a agarose, a Sepharose e o dextrano. Suportes de
afinidade tém sido amplamente utilizados como processo de purificagdo de lectinas, como o
Sephadex (Gupta & Srivastava, 1998; Bazil & Entlicher, 1999) para lectinas com afinidade
por glicose/manose, o gel de guar para lectinas galactose especificas (Cavada et al., 1998;
Sampaio et al., 1998a; Coelho & Silva, 2000), e a Sepharose (Arreguin-Espinosa & Arreguin-

Lozano, 1997; Candy et al., 2003) também para lectinas com afinidade por galactose.

1.3 CARACTERIZACAO DE LECTINAS

A caracterizagdo de lectinas envolve, entre outros métodos, o ensaio de
hemaglutinagdo, utilizado para deteccdo das mesmas e util para caracteriza-las quanto a
especificidade dentro do sistema ABO ou entre eritrocitos de animais. Ensaios de atividade
hemaglutinante e de inibi¢ao por carboidratos e/ou glicoconjugados sdo excelentes meios de
caracterizagdo lectinica, promovendo a descoberta da especificidade de ligagdo a eritrocitos
(Nagai et al., 1999) a mono, di ou oligossacarideos e quanto a capacidade de interacdo da
lectina a outras moléculas como glicoproteinas, glicolipideos ou polissacarideos (Gupta &
Srivastava, 1998; Moreira et al., 1998; Yamaguchi et al., 1998; Machuka et al., 1999)
contribuindo para a determinacdo do suporte de afinidade ideal para a sua purificagao.

A determinagdo da dependéncia ou nao de lectinas por ions metéalicos constitui outra
etapa necessaria na caracterizagdo, pois algumas lectinas precisam da presenga destes ions
para promover sua atividade bioldgica (Sampaio et al., 1998a). Muitas lectinas sdo
metaloproteinas; precisam de cations divalentes tais como Ca®" e Mn”" para exibir atividade.
A presenca de cations na estrutura da proteina promove termoestabilidade e uma relativa
resisténcia a acdo enzimatica. Exemplos de lectinas dependentes de metais sdo a lectina
isolada de sementes de Dioclea altissima (Moreira et al., 1997) e a lectina de Pitilota filicina

(Sampaio et al., 1998a).
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O teste de temperatura para determinagdao da estabilidade protéica constitui outro
passo na caracterizacao. Algumas lectinas sdo termossensiveis, € outras, termoestaveis; 1SS0
significa que tais proteinas tém sua atividade biolégica otimizada em determinadas
temperaturas e ausente em temperaturas desfavoraveis a manutencdo da estrutura nativa.
Algumas lectinas apresentam uma atividade acentuada, depois de submetidas a temperaturas
relativamente altas (Correia & Coelho, 1995).

A estabilidade da atividade lectinica em fun¢do de diferentes valores de pH também
deve ser avaliada, uma vez que estas devem ser mantidas em solu¢des que apresentem
condicdes ideais a sua utilizagdo, em condigdes nativas, nos diferentes experimentos a que
podem ser submetidas. Proteinas podem sofrer desnaturacao em pH desfavoravel; o pH pode
ser determinante para a purificacdo e estabilizacdo de uma lectina.

Técnicas eletroforéticas (Reisfeld et al., 1962; Davis, 1964; Laemmli, 1970) que
servem para indicar basicidade ou acidez de uma lectina, assim como para determinar sua
estrutura quanto ao numero de subunidades, peso molecular (Rego ef al., 2002) ou ainda para
caracterizd-la como uma glicoproteina (Coelho & Silva, 2000), sdo importantes na
caracterizagdo lectinica. Outro importante método eletroforético, ¢ o método de
eletrofocalizacdo ou focalizagdo isoelétrica, Util para determinar o ponto isoelétrico da
proteina de interesse.

Estes e muitos outros métodos e ensaios, tais como a imunodifusdo, a difusdo dupla, e
especialmente o seqiienciamento aminoacidico, sdo ferramentas importantes na caracterizagao
de lectinas; o seqlienciamento expde informagdes valiosas sobre a estrutura e funcdo das
moléculas, avalia a pureza e a concentragao protéica, ¢ capaz de detectar erros na sua
formag¢do e modificacdes estruturais, servindo também de base para o entendimento de outras
questdes, incluindo aquelas ligadas a evolugdo das espécies de onde as diferentes lectinas sdo
isoladas.

O seqiienciamento de lectinas tem permitido detectar isoformas, e identificar membros
de novas familias homologas destas proteinas, em grupos de organismos, através da
comparacdo de seqiiéncias de lectinas com elevada homologia entre si (Candy et al., 2003;
Trigueros et al., 2003); a analise da estrutura primaria permite sugerir a presenca de pontes
dissulfeto em pontos especificos da molécula, e indica que alguns residuos sao determinantes
da atividade biologica (Zhang ef al., 2003).

A técnica de HPLC-RP (cromatografia liquida de alta resolugdo em fase reversa)
constitui um meio util de obter lectinas puras que ja tenham sido pré-purificadas, de estimar

massas moleculares, caracterizar e fracionar proteinas e peptideos muito semelhantes. A
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cromatografia liquida de alta resolu¢ao, FPLC, tem sido amplamente utilizada como um passo
final de purificagdo mais refinada de lectinas, apds a utilizagdo de outros métodos
cromatograficos (Ng et al., 2003; Wong & Ng, 2003) e como um método de caracterizagao de
massa molecular destas proteinas; FPLC e HPLC-RP tém sido utilizadas para estabelecer a
homogeneidade de lectinas puras, para separar estruturas em subunidades, assim como

determinar se essas moléculas sio monoméricas ou nao (Wang et al., 2001).

1.4  LIQUENS

Consideragoes Gerais

As algas que compdem a associagdo liquénica sdao unicelulares, cloroficeas ou
cianoficeas, enquanto que os fungos sdo pertencentes geralmente aos ascomicetos e, menos
freqlientemente, aos basidiomicetos e deuteromicetos (Xavier-Filho & Rizzini, 1976;
Alexopoulos & Mims, 1979).

Os organismos liquénicos sao associagdes simbidticas com uma ou mais espécies de
algas (fotobiontes) e uma espécie de fungo (micobionte), o qual localiza-se na parte externa
do organismo (Harksworth & Hill, 1984). Tal associa¢do de simbiose presente no organismo ¢
tida como mutualista, benéfica para ambos os seres constituintes. Em geral, cada membro de
uma associacdo mutualista ¢ especializado para executar uma fun¢ao complementar com o
outro. No liquen, uma alga fotossintética se junta ao fungo e pode obter nutrientes de
substratos dificeis, tais como cascas de arvores ou superficies rochosas (Ricklefs, 1996). Os
liquens sdo capazes de fixar alimentos do ar atmosférico e de absorver sais minerais de
substrato para sua alimentacao.

Um talo liquénico ¢ formado por camadas sucessivas de algas e fungos. O cortex
superior do talo é composto por hifas entrelagadas que protegem a camada gonidial formada
por algas. A terceira camada, a medula, ¢ formada por um feixe de hifas frouxas e, logo
abaixo, esta o cortex inferior, formado por outro feixe de hifas (Nash, 1996).

Os liquens tém sido objeto de estudo devido ao fato de suas substancias apresentarem,
dentre outras, acdo antimicrobiana (Pereira et al., 1991), antimitética, antitumoral, antifiungica
e citotoxica (Nascimento et al., 1995).

Dentre as substancias produzidas pela simbiose, hd depsidios, depsidomas,
dibenzofuranos e 4cido usnico. Alguns destes produtos originados do metabolismo secundario
dos liquens, possivelmente desempenham um papel importante na sua fisiologia, além da

defesa caracteristica (Yano-Melo et al., 1999).
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Liquens e Lectinas

Os primeiros estudos para deteccao de lectinas em espécies de liquens foram iniciados
por Estola & Vartia (1955); estes pesquisadores utilizaram 100 espécies e observaram que
apenas 8 destas apresentavam atividade lectinica, 6 das quais pertencentes a0 mesmo género.

Barret & Howe (1968) avaliaram extratos salinos de liquens e verificaram que 22
espécies de géneros diferentes apresentaram AH e que ndo mostraram especificidade para os
varios tipos de eritrocitos testados. Em 1970, Howe & Barrett conseguiram isolar uma lectina
de liquen inespecifica para um tipo sangiiineo. Desde entdo vem crescendo o interesse quanto
ao isolamento de lectinas presentes em espécies liquénicas, organismos estes que apresentam
inimeras atividades bioldgicas ja avaliadas.

As pesquisas objetivando purificar lectinas de liquens continuaram e, em 1978,
Lockhart et al. observaram que as espécies Peltigera canina e Peltigera polydactyla
apresentavam lectinas, as quais pareciam estar envolvidas no processo de estabelecimento da
associacao simbiodtica entre fungo e alga. Desde entdo, outras lectinas tém sido isoladas de
espécies de liquens (Ingram, 1982; Petit, 1982; Petit et al., 1983; Kardish et al., 1991; Elifio
et al., 2000; Molina & Vicente, 2000) e tém contribuido para o esclarecimento do seu papel

na relagdo de simbiose destes organismos.
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2 JUSTIFICATIVA

O género Cladonia e a espécie Cladonia verticillaris (Figura 1) tém sido avaliados em
sua composicdo quimica e propriedades biologicas.

Sessenta e cinco espécies do género Cladonia foram analisadas quanto a composi¢ao
em acidos aromaticos, e boa parte delas apresentou alto teor de acido fumarprotocetrarico, um
aromatico; Cladonia verticillaris apresenta uma propor¢ao relativa desse dacido, de
79,9/95,7% (Huovinen et al., 1990) e de 78,6% em extracao total (Yano-Melo et al., 1999).

Pereira et al. (1991) detectaram atividade antimicrobiana em extratos do liquen
Cladonia substellata, da regido Nordeste do Brasil.

Liquens pertencentes a familia Cladoniaceae apresentaram extratos com atividade
citotoxica (Nascimento et al., 1995).

Extratos da espécie Cladonia verticillaris apresentam efeito alelopatico; o acido
fumarprotocetrarico, isolado da espécie, apresenta atividade alelopatica, dependendo de sua
concentragdo, sobre o comprimento da radicula de Allium cepa (Yano-Melo et al., 1999).

A espécie Cladonia verticillaris foi avaliada quanto a possivel atividade antitumoral, e
foi verificado que seus extratos e fracdes produziam este efeito sobre o crescimento de
tumores, o sarcoma-180; os resultados indicaram que a sazonalidade influencia na atividade
antitumoral apresentada pela espécie, e que o material coletado no periodo mais seco continha
maior teor de principios ativos antitumorais (Santos, 1996).

A facil obtencdo do liquen Cladonia verticillaris, devidamente identificado, assim

como o interesse na purificacao de lectinas permitiu o desenvolvimento desse trabalho.

Figura 1 — Liquen Cladonia verticillaris
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3 OBJETIVOS

Objetivo Geral

Purificar e caracterizar uma lectina presente no liquen Cladonia verticillaris.

Objetivos Especificos

Purificar parcialmente uma lectina presente no liquen através dos métodos de extragao,
precipitacdo protéica por fracionamento salino e diélise;

Determinar quantitativamente a presenga de proteina em preparacdes da espécie
liquénica;

Avaliar a presenc¢a de lectina nas preparacdes através dos ensaios de determinagdo da
atividade hemaglutinante e de inibi¢ao da atividade com carboidratos e glicoproteinas;

Purificar uma lectina presente na preparagao mais ativa da espécie liquénica através de
métodos cromatograficos;

Caracterizar a lectina parcialmente e/ou totalmente purificada através de ensaios de
estabilidade térmica, estabilidade em diferentes valores de pH, dependéncia de ions, difusdo

radial e métodos eletroforéticos para proteinas nativas e desnaturadas.
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ABSTRACT

Cladonia verticillaris lichen lectin ClaveLL was purified through molecular exclusion
chromatography of F; (0-30 % ammonium sulphate fraction). Ground lichen was submitted to
extraction and a partial purification by ammonium sulphate fractionations. Samples were
assayed to haemagglutinating activity (HA) and proteins were estimated. The most active
fraction, F;, and ClaveLL were submitted to inhibition, thermal stability and ion dependency
assays, as well as chromatographies. ClaveLLLL was evaluated in relation to HA stability in pH
values (2 to 12) assays. F; and ClaveLL were analyzed in polyacrylamide gel electrophoresis
(PAGE) for native, acidic and basic proteins, as well as denatured proteins. F; was partially
inhibited by carbohydrates and glycoproteins; it was totally inhibited by bovine fetal serum
and rabbit serum glycoproteins. ClaveLL was partially inhibited by carbohydrates and
ovalbumin, or totally inhibited by fetuin, asialo-fetuin, casein, asocasein, colostrum, rabbit
and bovine fetal serum glycoproteins. F; was thermostable (80 °C, 30 min) while ClaveLL
was sensible to temperature (above 70 °C, 30 min). F; and ClaveLL were not ion dependents,
but MnCl,, BaCl,, CaCl, and MgCl, stimulated HA. ClaveLL was most active in acidic (5.5)
or basic (11.0) pH values. SDS-PAGE resolved F; and ClaveLL as unique polypeptide bands
(glycosylated), with molecular weight smaller than 14 kDa. Glycosylated F; might have
glucose/mannose residues since it did bind to Cramoll 1,4-Sepharose, an affinity matrix with
Cratylia mollis seed lectin, isoforms 1 and 4 glucose/mannose specific, immobilized to
Sepharose CL-4B. PAGE for native, acidic and basic proteins also revealed a ClaveLLL unique
band with low molecular weight. ClaveLL gel filtration chromatography in AKTA-FPLC
system, resolved three distinct active peaks, that suggested molecular aggregate forms to the
native lectin, with molecular weights 170, 110 (principal peak) and 82 kDa. In conclusion,
highly purified glycosylated ClaveLL is pH stable and mainly inhibited by glycoproteins.

Key words: lectin, lichen lectin, Cladonia verticillaris, glycoprotein.
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INTRODUCAO

Os liquens sdo organismos simbioticos, formados pela associacao entre uma ou mais
espécies de algas, Cyanobacteria e Chlorophyta, fotobiontes, ¢ uma espécie de fungo,
micobionte. Em torno de 20 % das espécies fungicas conhecidas formam liquens, dentre os
quais, a maioria sdo ascomicetos (98 %), e alguns deuteromicetos (1,6 %) e basidiomicetos
(0,4 %) (Rai & Bergman, 2002).

Um talo liquénico ¢ formado por camadas sucessivas de algas e fungos. O cortex
superior do talo é composto por hifas entrelacadas que protegem a camada gonidial formada
por algas. A terceira camada, a medula, ¢ formada por um feixe de hifas frouxas e, logo
abaixo, esta o cortex inferior, formado por outro feixe de hifas (Nash, 1996).

Os liquens tém sido objeto de estudo devido ao fato de suas substincias apresentarem,
dentre outras, acdo antimicrobiana (Pereira ef al., 1991), antimitética, antitumoral, antifiungica
e citotoxica (Nascimento et al., 1995). Dentre as substincias produzidas pela simbiose, ha
depsidios, depsidomas, dibenzofuranos e o 4cido tUsnico. Algumas destas substincias
originadas do metabolismo secundario, possivelmente desempenham um papel importante na
sua fisiologia, além do papel de defesa (Yano-Melo et. al., 1999).

Lectinas constituem uma classe de proteinas ou glicoproteinas de origem niao
imunoldgica que reconhecem carboidratos ou glicoconjugados, de forma reversivel, livres ou
conjugados a superficies celulares, através de seus sitios de ligagdo nos quais a
hidrofobicidade caracteristica é a principal for¢a de interagdo (Kennedy et al., 1995). Essas
moléculas possuem distribuicdo ampla na natureza, sendo mais freqiientemente isoladas de
sementes vegetais (Freire et al., 2002; Rego et al., 2002), mas também detectadas e
purificadas de organismos como vertebrados (Dunphy et al., 2002), invertebrados (Pace et al.,
2002), bactérias (Syed et al., 1999), leveduras, algas (Ambrosio et al., 2003), fungos

(Trigueros et al., 2003; Wang et al., 2003) e liquens (Howe & Barrett, 1970; Lockhart ez. al.,
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1978; Ingram, 1982; Elifio et al., 2000; Molina & Vicente, 2000). Alguns autores tém
sugerido que lectinas de liquens podem ter um papel importante no estabelecimento da
simbiose, como um fator de reconhecimento entre as espécies fotobiontes e micobionte
(Lockhart et al., 1978; Petit, 1982; Petit et al., 1983; Kardish et al., 1991; Elifio et al., 2000;
Molina & Vicente, 2000).

No presente trabalho, uma lectina do liquen Cladonia verticillaris (ClaveLL) foi
purificada e caracterizada parcialmente. Um protocolo simples foi desenvolvido para isolar
em alta pureza uma lectina ativa com elevado peso molecular e grande afinidade por

glicoproteinas.

MATERIAIS E METODOS
PURIFICACAO PARCIAL

A espécie C. verticillaris foi coletada pela manha, no municipio de Alhandra, Estado
da Paraiba, Brasil, e levada ao Laboratorio de Glicoproteinas. O liquen foi limpo, seco em
temperatura ambiente e triturado. A farinha do liquen foi acondicionada em vidros e
armazenada a - 20°C. Uma parte desta farinha foi submetida a extragdo a 10 % (p/v) em
tampdo fosfato de soédio 0,15 M, contendo NaCl 0,15 M (TF), pH 7,0, por 16 h, em
temperatura ambiente, seguida de filtracdo em gaze e centrifugacdo em centrifuga refrigerada
a 8.000 rpm, por 20 min; o extrato bruto (E) foi submetido a fracionamentos com sulfato de

amoOnio para precipitagdo protéica, em temperatura ambiente, por 4 h. Foram obtidas trés

fragoes, F; (0-30 %), F» (30-60 %) e F5(60-90 %), por centrifugacao.

PURIFICACAO POR METODOS CROMATOGRAFICOS

Uma aliquota de 500 pl (18 mg) da fragdo mais ativa, F;, foi aplicada a coluna de

Sephadex G-100 (1,4 x 63 cm), utilizada como suporte de exclusdo molecular. A coluna
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contendo 100 ml de gel foi eluida com TF, pH 7,0, a um fluxo de 20 ml/h. As fracdes
coletadas foram monitoradas por absorbancia em UV a 280 nm e por AH.

A homogeneidade da lectina do liquen C. verticillaris, isolada por exclusao molecular
(ClaveLL), assim como sua massa molar sob condi¢gdes nativas, foram avaliadas através de
cromatografia de filtracdo em gel. Uma aliquota de ClaveLL (1mg em 2 ml de solugdo de
NaCl 0,5 M) foi aplicada a uma coluna de Sephacryl S-300 conectada a um sistema AKTA-

FPLC.

CARACTERIZACAO PARCIAL
ENSAIOS DE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE Em placas de microtitulagdo foram
colocados 50 pl de NaCl 0,15 M em cada poco, e adicionadas as amostras obtidas no processo
de purificagdo (50 pl) ao segundo pogo de cada ensaio. As amostras foram diluidas de forma
serial e, em seguida foram adicionados em todos os pogos 50 pl de suspensdo a 2,5 % (v/v)
em NaCl 0,15 M de eritrocitos glutarizados (de animais e humanos). O titulo foi determinado
apods repouso durante 45 min. A atividade hemaglutinante (AH) foi avaliada como o inverso
da maior diluicdo com aglutinacdo total. A AH especifica (AHE) foi determinada como a AH
dividida pela concentracao protéica.

Aliquotas contendo F; e ClaveLL foram incubadas em temperaturas crescentes de 30 a
100 °C, por 30 min, seguidas de resfriamento imediato em temperatura ambiente e
determina¢do da AH; uma aliquota de cada amostra foi submetida a aquecimento continuo em
todas as temperaturas.

ClaveLL foi incubada em solugdes contendo ions divalentes (MnCl,, MgCl,, CaCl,,
BaCl,, HgCl,, CdCl,, CoCl,) com concentragdes entre 5 ¢ 40 mM. Em placas de
microtitulacdo foram colocados 50 pl de solucdo de diferentes ions nas concentragdes

referidas em todos os pocos exceto no segundo poco de cada ensaio. Neste poco foram
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colocados 50 pul de solugdo dos respectivos ions com o dobro da concentragao em estudo, e
adicionados 50 pl da amostra; apds diluigdes seriais, a incubagao foi feita com repouso por 15
min e, em seguida, foram adicionados em todos os pogos 50 ul de suspensao de eritrocitos
glutarizados de coelho.

ClaveLL foi também incubada frente a valores de pH compreendidos entre 2 e 12, em
placas de microtitulagdo, apos diluigdes seriais, por 15 min; em seguida, foram adicionados
em todos os pogos 50 ul de suspensdo de eritrécitos glutarizados de coelho. O titulo foi

determinado ap6s repouso durante 45 min.

ENSAIOS DE INIBICAO DA AH DAS AMOSTRAS POR CARBOIDRATOS E
GLICOPROTEINAS Em placas de microtitulagdo foram colocados 50 pl de solugdo de
diversos carboidratos (concentra¢des entre 1,56 ¢ 200 mM em NaCl 0,15 M) ou solugdo de
glicoproteinas (concentragdes entre 1,95 e 500 pg/ml, em NaCl 0,15 M) em todos os pogos
exceto no segundo pogo de cada ensaio. Neste poco foram colocados 50 pl de solucdo dos
respectivos carboidratos ou glicoproteinas com o dobro da concentragdo em estudo, e
adicionados 50 pl das amostras contendo AH; foram procedidas dilui¢des seriais e, apos
repouso por 15 min, foram adicionados em todos os pocos 50 pl de suspensdo de eritrocitos
glutarizados de coelho. O titulo foi determinado apds repouso durante 45 min. A inibig¢do da

AH foi determinada como o inverso da maior dilui¢do com aglutinacao total.

ESTIMATIVA DE PROTEINAS A determinacio quantitativa de proteinas nas amostras

obtidas foi procedida segundo Lowry ef al. (1951) sendo utilizada uma curva padrdo de

albumina sérica bovina, com valores compreendidos entre 0 e 500 pg.
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ENSAIOS DE DIFUSAO RADIAL E, F; e ClaveLL foram submetidos ao ensaio de difusdo
radial em gel de agarose a 1 % em NaCl 0,15 M; as amostras foram aplicadas nos pogos
centrais dos géis e glicoproteinas/proteinas foram aplicadas nos pogos periféricos dos géis. O
ensaio foi deixado a 4 °C por 72 h; em seguida as placas foram lavadas dez vezes com NaCl
0,15 M e coradas com Azul de Coomassie. Ap6s 24 h, as placas foram descoradas com

solucao de metanol/acido acético ¢ analisadas.

ELETROFORESES EM GEL DE POLIACRILAMIDA Foram realizadas técnicas
eletroforéticas em gel de poliacrilamida (PAGE), para proteinas nativas, acidas (Davis, 1964),
nativas, basicas (Reisfeld et al., 1962) e PAGE contendo sulfato sédico de dodecila (SDS-
PAGE), para proteinas desnaturadas (Laemmli, 1970). Em SDS-PAGE as amostras foram
aplicadas na forma liofilizada com ou sem tratamento com B-mercaptoetanol. As corridas
foram realizadas com uma corrente constante, em temperatura ambiente. As bandas protéicas
do gel para proteinas acidas ou SDS foram detectadas com a utilizacdo do corante Azul de
Coomassie; a detec¢dao de bandas no gel para proteinas basicas foi feita com o corante negro

de amido.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A facilidade de obtencdo do liquen C. verticillaris devidamente identificado assim
como o interesse em lectinas permitiu o desenvolvimento desse trabalho.

O protocolo de purificagdo estabelecido para ClaveLL estd resumido na Tabela 1. E
apresentou elevada concentragdo protéica (11 mg/ml) e AH (256), constituindo um material
adequado para a purificagdo subseqiiente. E, F;, F, e F3 aglutinaram eritrocitos tratados com
glutaraldeido de todos os tipos sanguineos do sistema ABO, assim como eritrocitos

glutarizados de coelho; essas amostras, no entanto, apresentaram maior AH com eritrocitos de

35



coelho. F; constituiu a amostra de escolha para os processos cromatograficos e
caracterizagoes subseqiientes desde que apresentou maior AH, AH Total (AHT), concentragdo
protéica e AHE (Tabela 1).

Através de cromatografia de exclusdo molecular foram obtidos dois picos bem
definidos: o primeiro apresentando-se clarificado e com AH, denominado ClavelLL; o
segundo contendo uma forte coloragdo, tipica de F;, sem AH (Figura 1). O protocolo
estabelecido para o isolamento de ClaveLL utilizando o suporte Sephadex G-100 constitui um
meio bastante econdmico, uma vez que o suporte ¢ reutilizado por varias vezes consecutivas,
resolvendo o isolamento de ClaveLLL. com o mesmo rendimento e apresentando-se totalmente
limpo da coloragao de F;.

F; e ClaveLL apresentaram comportamento distinto frente a diferentes temperaturas
(Figura 3); para F; o ensaio indicou que, a partir de 90 °C, ha desnaturagdo protéica pela
queda da AH. Nas demais temperaturas, a atividade lectinica manteve-se estavel e, a 60 °C
houve um aumento da AH. ClaveLL mostrou ser sensivel ao aumento da temperatura,
havendo uma queda gradual de sua AH a partir dos 40 °C que desapareceu completamente a
70 °C; comportamento semelhante foi observado para a lectina do liquen Dictyonema
glabratum (Elifio et al., 2000), que incubada por 30 min, perde gradualmente sua AH também
a partir dos 40 °C, com perda total aos 80 °C. Outra lectina, do cogumelo Mycoleptodonoides
aitchisonii, MAL (Kawagishi et al., 2001) ¢ termossensivel perdendo totalmente sua AH em
50 °C. F; foi termoestavel, suportando temperaturas de até 80 °C na qual ainda manteve AH
elevada, tal como Cramoll (Correia & Coelho, 1995) e a lectina do cogumelo Polyporus
adusta (Wang et al., 2003), estavel até os 70 °C apresentado perda total de AH somente aos
90 °C; além disso, F; sofreu estimulagdo de sua AH a 60 °C. Essa potencial estabilidade
apresentada por F; pode ter ocorrido devido a possiveis interferentes presentes na amostra,

que possam ter causado dispersdo dos eritrocitos, quando o material foi aquecido.
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Os ensaios de aglutinagdo para ClaveLL na presenca de ions mostraram que a amostra
teve sua atividade lectinica aumentada, quando incubada com MnCl,, BaCl,, CaCl, e MgCl,
(Figura 4). ClaveLL nao foi dependente, mas foi estimulada por estes ions em sua atividade
lectinica.

ClaveLL apresentou atividade hemaglutinante em valores de pH basico a acido
(Figura 5); neste ensaio foi observado que a amostra ¢ mais ativa em pH acido (5,5) e pH
basico (11,0), porém aglutina em todos os valores de pH compreendidos de 5,5 a 12,0 (houve
dispersao de eritrécitos nos demais valores ensaiados, 2,0-5,0, impedindo a avaliacdo da AH).

A manuten¢do da AH de ClaveLL desde um pH dacido (5,5) a um pH basico (12,0)
assim como a presenga de dois picos (pH 5,5 e pH 11,0) de AH na amostra ¢ indicativo da alta
estabilidade da lectina em diferentes solucdes, como observado em lectinas dos cogumelos
Mycoleptodonoides aitchisonii (Kawagishi et al., 2001) e Ganoderma capense (Ngai & Ng,
2004), que também apresentaram estabilidade da AH em valores de pH variando de 4 a 9 e de
4 a 11, respectivamente. Os dois picos de aglutinagdo sugerem também possiveis formas
moleculares diferentes em ClaveLL.

E apresentou uma inibi¢do parcial da AH na presenca de galactose (25 ¢ 50 mM),
manose (50 e 100 mM) e lactose (concentragdes entre 25 ¢ 200 mM). As inibi¢des parciais
para F; e ClaveLL estdo citadas em ordem decrescente de capacidade inibitdria. Nos ensaios
de inibi¢do utilizando F;, a amostra foi parcialmente inibida por N-acetil-D-glicosamina,
xilose, arabinose, ramnose ¢ manose (Tabela 2), sendo totalmente inibida por glicoproteinas
presentes em soro de coelho (em todas as concentragdes testadas) e por soro fetal bovino
(concentragdes entre 62,5 ¢ 500 ug/ml). Fetuina, caseina, ovalbumina e peroxidase inibiram
parcialmente F; (Tabela 3). Nos ensaios utilizando ClaveLL, esta foi parcialmente inibida por
N-acetil-D-glicosamina, galactose, ramnose, manose, glicose e trealose (Tabela 4).

Glicoproteinas presentes em soro de coelho, soro fetal bovino, fetuina, asialo-fetuina, caseina,
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asocaseina e glicoproteinas presentes em colostro inibiram totalmente a AH em todas as
concentragdes testadas; ovalbumina foi um inibidor parcial da AH de ClaveLL (Tabela 5).

No ensaio de difusdo radial, observou-se que E migrou e reconheceu glicoproteinas
presentes em soro de coelho (Figura 6 a); ClaveLL reconheceu a lectina de sementes de
Cratylia mollis (Cramoll 1,4) (Figura 6 d) e glicoproteinas presentes em soro de coelho; F;
reconheceu Cramoll 1,4 (Figura 6 b), glicoproteinas presentes em soro humano do tipo A"
(Figura 6 c) e presentes em soro de coelho.

F; e ClaveLL foram principalmente inibidas por glicoproteinas. A elevada afinidade
das amostras por glicoproteinas foi novamente confirmada com o ensaio de difusdo radial,
onde houve forte ligagdo do E, F; e ClaveLL com glicoproteinas presentes em soro de coelho,
assim como da F; e ClaveLL com a Cramoll 1,4; o reconhecimento com a Cramoll 1,4 (uma
lectina ndo glicoprotéica, glicose/manose especifica) indica que as amostras glicosiladas
podem conter uma glicoproteina com residuos de glicose/manose.

F, glicosilada pode possuir residuos de glicose/manose, uma vez que em
cromatografia em Cramoll 1,4-Sepharose (uma matriz de afinidade com a lectina de semente
de Cratylia mollis, isoformas 1 e 4 glicose/manose especifica, imobilizada a Sepharose CL-
4B) F, apresentou um material adsorvido e eluido com NaCl 0,5 M (dado ndo mostrado).

Em SDS-PAGE F; (Figura 7 a) e ClaveLL (Figura 7 c¢) apresentaram uma unica
banda, com peso molecular aproximado de 14 kDa, caracterizada em ClaveLL como
glicosilada por coloragdo com o reativo de Schiff (Figura 7 e¢). PAGE para proteinas nativas,
acidas apresentou uma banda tnica para ClaveLL (Figura 7 f), que migrou junto com a frente
de corrida; o mesmo foi observado em PAGE para proteinas nativas, basicas (Figura 7 h),
com uma Unica banda na frente de corrida porém, corada com maior intensidade. Estes
resultados sugerem a possivel presenca de duas proteinas em ClaveLL, que podem ser duas

lectinas ou apenas uma lectina e outra proteina.
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A banda tunica detectada em F;, de baixo peso molecular, também detectada em
ClaveLL (glicosilada) parece estar presente em todas as preparacdes, incluindo os picos sem
AH, da coluna de Sephadex G-100 (Figura7be 7 d).

Cromatografia por filtracdo em gel em sistema AKTA-FPLC resolveu ClaveLL em
trés picos distintos com AH, com pesos moleculares estimados em 170, 110 (pico principal) e
82 kDa, e um pico sem AH, com peso molecular estimado em 44 kDa (figura 2). Os picos
ativos sugerem formas de agregados moleculares para a lectina nativa, compostos por
subunidades com baixos pesos moleculares, idénticos (ou subunidades microheterogéneas); a
lectina isolada do cogumelo Polyporus squamosus (Mo et al., 2000) apresentou massa
molecular de 52 kDa através de filtragdo em gel, e massa de 28 kDa em SDS-PAGE
mostrando ser um homodimero de subunidades idénticas de 28 kDa; da mesma forma, MAL
(Kawagishi et al., 2001) mostrou ser um homotetramero com peso molecular da proteina
nativa estimada em torno de 64 kDa, por filtracdo em gel.

Em sintese, ClaveLL glicosilada altamente purificada ¢ uma lectina estavel a

mudangas de pH e principalmente inibida por glicoproteinas.
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Tabela 1. Purificacdo da lectina de Cladonia verticillaris, ClaveLL, isolada da F;

Volume Proteina Proteina
Amostra AH AHE AHT R %  Purificagdo
(ml) (mg/ml) total (mg)

EB 120,0 11 1320,00 256 23,27 30.720 100 -
Fy 15,5 36,5 565,75  8.192 224,43 126976 413 9,64
ClaveLL 372,0 0,0631 23,47 32 507,13 11.904 38,75 21,79
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Tabela 2. Inibi¢do da AH de F; utilizando carboidratos

Carboidratos Concentragdes (mM)
200 100 50 25 12,5 6,225 3,12 1,56
Ramnose 4.096 1.024 1.024 1.024 2.048 4.096 4.096 4.096
Lactose * * * * * * * *
Galactose * * * * * * * *
Glicose * * * * * * * *
Rafinose * * * * * * * *
Frutose * * * * * * * *
Maltose * * * * * * * *
Xilose 5 2.048 2.048 2.048 2.048 2.048 4.096 4.096
Arabinose 4.096 4.096 4.096 4.096 4.096 2.048 2.048 2.048
Manose * * * 4.096 4.096 4.096 4.096 4.096
N-Acetil-D-Glicosamina 1.024 2.048 4.096 4.096 2.048 2.048 2.048 2.048

* Auséncia de Inibicao

Fi com AH=28.192
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Tabela 3. Inibicao da AH de F, utilizando glicoproteinas

Glicoproteinas Concentracdes (pg/ml)

500 250 62,5 31,25 1562 7,81 390 1,95

Soro de coelho 0 0 0 0 0 0 0 0
Soro fetal bovino 0 0 0 32 128 256 1.024 2.048
Fetuina 64 128 1.024 2.048 4.096 8.192 16.384 16.384

Caseina 64 256 1.024 2.048 4.096 8.192 16384 =

Ovalbumina 2.048 2.048 2.048 4.096 8.192 16.384 16.384 16.384 =«
Peroxidase 8.192 16.384 32.768 32.768 32.768 32.768 32.768 32.768 16.384

* Auséncia de Inibi¢do

Fi com AH = 524.288
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Tabela 4. Inibicdo da AH de ClaveLL utilizando carboidratos

Carboidratos Concentragdes (mM)
200 100 50 25
Glicose 32 32 32 32
Galactose 16 16 16 16
Manose 16 32 32 *
Fucose * * * *
Ramnose 16 16 16 32
Trealose 32 32 32 32
N-Acetil-D-Glicosamina 8 16 16 32

* Auséncia de inibicao

ClaveLL com AH = 64
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Tabela 5. Inibicdo da AH de ClaveLL utilizando glicoproteinas

Glicoproteinas Concentracdes (pg/ml)
500 250 125 62,5

Soro de coelho 0 0 0 0
Soro fetal bovino 0 0 0 0
Fetuina 0 0 0 0
Caseina 0 0 0 0
Ovalbumina 4 4 4 4
Asialo-fetuina 0 0 0 0
Asocaseina 0 0 0 0
Colostro 0 0 0 2

ClaveLL com AH = 64
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Figura 1. ClaveLL isolada da F; através de cromatografia de exclusao molecular utilizando

coluna de Sephadex G-100, e sua AH.
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Figura 2. ClaveLL resolvida em dois picos principais através de cromatografia de exclusao

molecular utilizando coluna de Sephacryl S-300 conectada a um sistema AKTA-FPLC.
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Figura 3. Efeito da temperatura sobre a AH de F; e ClaveLL isolada dessa fragdo. A AH de F,

e ClaveLL em temperatura ambiente corresponde a observada em 30 °C.
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Figura 4. Efeito de ions sobre a AH de ClaveLL isolada da F,. 1, MnCL;; 2, BaCly; 3, CaCly;
4, MgCl,. A AH de ClaveLL na auséncia de ions corresponde a observada no ensaio 4,

concentragoes de 5 ¢ 10 mM.
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Figura 5. Efeito do pH sobre a AH de ClaveLL isolada da F;. A AH de ClaveLL em pH de

extragdo corresponde a observada nos valores de pH 7,5 e 8,0.
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Figura 6. Difusdo Radial com E (a), F; (b) e (¢), e ClaveLL (d) utilizando diferentes proteinas.
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Figura 7. Perfil em SDS-PAGE de F, (a); ClaveLL utilizando coloragdo com azul de
Coomassie (c¢); ClaveLL utilizando coloragdo com o reativo de Shiff (e); pico de Sephadex G-
100 sem AH (b) e (d); ClaveLL em PAGE nativa, acida (f); ClaveLL em PAGE nativa, basica

(h); Citocromo (g).
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6 CONCLUSOES

1. Um protocolo simples foi estabelecido pra o isolamento da lectina ClaveLL presente na

fragdo 0-30 % (F) obtida do extrato de C. verticillaris.

2. C. verticillaris ¢ um material de exceléncia para purificacdo lectinica; a partir de apenas 20

g da farinha ¢ possivel obter 23 mg de ClaveLL utilizando cromatografia em Sephadex G-

100.

3. A lectina isolada ¢é termossensivel, ndo dependente de ions, estavel em pH acido e basico,

glicosilada e apresenta elevada afinidade por glicoconjugados.

4. A lectina ativa possui elevado peso molecular (110 kDa) e parece ser constituida por

agregados moleculares formados por pequenos peptideos.
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