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RESUMO

A partir de extratos aquosos da esponja marinha Axinella corrugata, coletada na
costa sul do Brasil (Santa Catarina), foram purificadas duas lectinas, ACL-l e ACL-II,
por cromatografia em coluna de afinidade de matriz de estroma de coelho-
poliacrilamida, seguida por gel filtragdo em Ultrogel AcA 44. Os trabalhos se
concentraram, especialmente, no estudo da lectina com maior atividade
hemaglutinante, ACL-l. Dentre os eritrocitos testados, ACL-I aglutinou, fortemente,
eritrocitos de coelho, além de eritrocitos caprinos e caninos. A atividade
hemaglutinante foi inibida por N-acetil-D-glicosamina, N-acetil-D-galactosamina e N-
acetil-D-manosamina com igual intensidade, além de N, N’, N’-triacetilquitotriose, o
melhor inibidor. Por outro lado, ACL-Il aglutinou, preferencialmente, eritrocitos de
coelho e caninos, tendo sua atividade hemaglutinante inibida por N-acetil-D-
glicosamina, N-acetil-D-manosamina, quitina, N, N', N’-triacetilquitotriose e fetuina,
além de D-galactose, mas nao por N-acetil-D-galactosamina. Ambas lectinas foram
fracamente inibidas por N-acetil-D-lactosamina. A atividade hemaglutinante mostrou-
se independente de cations divalentes e foi estavel a uma ampla faixa de
temperatura e de pH para ACL-l e para ACL-Il. ACL-I foi estavel frente a acido de
enzimas proteoliticas, mas perdeu 50 % de sua atividade na presenga de agentes
redutores e desnaturantes. ACL-l é uma glicoproteina e sua massa molecular
relativa foi estimada em 82.300 por SDS-PAGE em condi¢gbes redutoras e nao
redutoras, e sem desnaturagao pelo calor. Ainda, mostrou ser constituida por 6
subunidades monoméricas de 13.900, apresentando pontes de dissulfeto entre as
mesmas. Por FPLC, a massa molecular estimada foi de 78.500. Da mesma forma
como para ACL-I, ACL-Il apresentou apenas uma banda em sistema SDS-PAGE, na
auséncia de agente redutor e sem desnaturagao pelo calor, cuja massa molecular
relativa foi estimada em 80.000, enquanto que por FPLC foi estimada em 78.000. O
pl de ACL-I foi de 6,3, avaliado por focalizagdo isoelétrica, € a sua composigao
centesimal de aminoacidos exibiu uma prevaléncia de glicina, seguida de acido
aspartico/asparagina, acido glutamico/glutamina e alanina. Dentre as atividades
biolégicas testadas, a ACL-l demonstrou atividade quimiotaxica, mitogénica e

citotdoxica, mas nao antioxidante. Os ensaios imuno-histoquimicos mostraram que



ACL-l se encontra intracelularmente em granulos celulares, provavelmente no
interior de células esferulosas da esponja marinha. A lectina também mostrou ser

uma ferramenta util na marcacgao de células transformadas de mama, célon, pulmao,
ovario e bexiga.

Palavras-chave: lectinas, Axinella corrugata, esponja marinha, quimiotaxia,

citotoxicidade, mitogenicidade, imuno-histoquimica, células transformadas
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ABSTRACT

Purification and characterization of lectins ACL-l and ACL-ll from the marine
sponge Axinella corrugata, immunolocalization of ACL-l and its evaluation as

marker of cellular transformation

Two lectins, ACL-lI and ACL-II, were purified from aqueous extracts of marine sponge
Axinella corrugata, collected at Atlantic coastline of southern Brazil (Santa Catarina)
by rabbit stroma-polyacrylamide gel affinity column, followed by size-exclusion
chromatography on Ultrogel AcA 44. The analysis were performed, especially, on the
study of lectin with greater hemagglutinating activity, ACL-l. Among the erythrocytes
tested, ACL-I agglutinated, strongly, native rabbit, goat and dog erythrocytes, whose
hemagglutinating activity was inhibited by N-acetyl-D-glucosamine, N-acetyl-D-
mannosamine, N-acetyl-D-galactosamine and N, N';, N’- triacetylchitotriose. On the
other hand, ACL-IlI agglutinated, preferentially, rabbit and dog erythrocytes, with its
hemagglutinating activity inhibited by D-galactose, N-acetyl-D-glucosamine, N-acetyl-
D-mannosamine, chitin, N, N';, N’- triacetylchitotriose and fetuin, but not by N-acetyl-
D-galactosamine. Both lectins were weakly inhibited by N-acetyl-D-lactosamine. The
hemagglutinating activity was independent of divalent cations and it was stable at
large range of temperature and pH to ACL-I and ACL-Il. ACL-I was resistent to
enzymatic proteolysis, but lost 50 % of its activity in the presence of reducing or
denaturant agents. This lectin presented a relative molecular mass of 82,300
estimated by SDS-PAGE in the presence or absence of 2-mercaptoethanol, without
pre-heating, and it is constituted by six monomeric subunits of 13,900, showing
disulphide bridges among them. By FPLC the relative molecular mass was 78,500.
Similar to ACL-I, ACL-lIl showed one unique protein band by SDS-PAGE, in the
absence of 2-mercaptoethanol and without pre-heating, whose relative molecular
mass was estimated as 80,000 and by gel filtration as 78,000. The isoelectric
focusing of ACL-I revealed the presence of one unique protein band with pl of 6.3
and the amino acid composition showed a prevalence of glycine, followed by aspartic
acid/asparagine, glutamic acid/glutamine and alanine. Among the biological activities

analysed, the ACL-lI demonstrated chemotactic, mitogenic and cytotoxic activities,



but not antioxidant. The immunohistochemical assays revealed that ACL-I is stored in
vesicles, probably inside of spherulous cells of the marine sponge. The lectin showed
to be a useful tool in the labelling of transformed cells of breast, colon, lung, ovary
and bladder.

Key words: lectins, Axinella corrugata, marine sponge, chemotaxis, citotoxicity,

mitogenicity, immunohistochemistry, transformed cells
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INTRODUGAO E RELEVANCIA DO TEMA

Lectinas sado glicoproteinas ou proteinas que possuem pelo menos um
dominio capaz de reconhecer e ligar, de maneira reversivel e com certa
especificidade, carboidratos livres ou complexados, sem os modificar. A ligagao
pode ser tanto a monossacarideos quanto a carboidratos complexos, como, por
exemplo, determinantes glicidicos contendo configuragdo anomérica especifica e
residuos de carboidrato adjacentes. Lectinas podem detectar diferengas sutis entre
estruturas glicidicas complexas (Singh; Tiwary; Kennedy, 1999; Varki et al., 1999;
Gabius et al., 2002; Peumans, 2002).

As lectinas tém potencial para exercerem um papel fundamental na medicina
do século XXI, no controle e prevengao de infecgdes, na protegédo contra antigenos,
na identificagao de células cancerosas, acao citotéxica, no transporte de farmacos a
sitios especificos, na deteccado de toxinas em alimentos e medicamentos, na terapia
génica, bem como, na separagdo, purificagdo e analise de carboidratos,
glicoproteinas, glicolipidios, oligossacarideos, enzimas e imunoglobulinas. Estudos
poderiam ser realizados com modelagem molecular auxiliada por computador sobre
a interacao especifica lectina-carboidrato, o que seria muito util na compreensao dos
processos de interagao celular e das fungdes de proteinas de interesse, tanto em
plantas quanto em animais. Além disso, plantas geneticamente modificadas que
expressem lectinas poderdo desenvolver protecdo das plantas contra doencas e
intensificar o processo de nodulagdo e fixagdo de nitrogénio (Zatta; Cummings,
1992; Kennedy et al., 1995; Ezpeleta et al., 1999; Singh; Tiwary; Kennedy, 1999;
Varki et al., 1999; Lehr, 2000; Wang et al., 2000; Woodley, 2000).

As lectinas sado ferramentas biotecnoldgicas atrativas devido a sua alta

estabilidade (boa resisténcia a digestdo enzimatica no trato gastrintestinal, inclusive



em pH acido), por serem facilmente disponiveis, por terem elevada especificidade a
carboidratos e por suportarem modificagcbes quimicas e processos de conjugacgao.
Assim, tém aplicagbes em muitos campos, incluindo imunologia, estudos
bioquimicos nas estruturas de membrana, identificacdo celular, histologia,

citoquimica, etc (Zatta; Cummings, 1992; Ponchel; Irache, 1998).

A partir de 1980, um grande numero de lectinas foram isoladas e aplicadas
em biotecnologia, com um potencial de uso na industria, agricultura e medicina.
Conforme Kocourek e Freed (1990), Varki et al. (1999) e Cruz et al. (2005) alguns

usos biotecnoldgicos das lectinas sgo:

A) como bioefetores: acdo imunomoduladora; acdo mitogénica (ConA -
Concanavalina A, lectina de Phytollaca americana e PHA-L - leucoaglutinina de
Phaseolus vulgaris) a baixas concentragbes para linfocitos periféricos humanos;
como vacinas; como inibidores (para técnica de cultura de células, selegdo de
linhagens celulares para produgdo de substancias uteis); para tratamento anticancer
ou estimulagéo de processos de regeneragao de tecidos;

B) formas imoblizadas de lectinas para a purificagdo de glicoproteinas,
hormdnios, glicopeptideos, glicanos livres, glicolipidios, imunoglobulinas, enzimas,
receptores de membrana;

C) uso de lectinas imobilizadas para detec¢éo de agao enzimatica;

D) clonagem de genes de lectinas em bactérias, leveduras, linhagens
celulares, etc;

E) como imunotoxinas;

F) uso de lectinas em sistemas carreadores;

G) emprego de lectinas em ensaios como ELISA;

H) utilizac&o de lectinas em técnicas de transferéncia de proteinas (blotting);

I) em histoquimica, como na investigagdo de glicoconjugados na membrana
celular;

J) como biosensores: lectinas marcadas com fluorocromo para microscopia e
citometria de fluxo;

K) uso para copolimerizagao de lectinas e enzimas em géis para o transporte
de substratos de enzimas;

L) emprego na agricultura, na melhora da fixagdo de nitrogénio em arroz e

outros cereais.



As maiores aplicagdes das lectinas atualmente conforme Sharon e Lis (2004)

A) separacao e identificagcao celular;

B) deteccéo, isolamento e estudos estruturais de glicoproteinas;

C) investigacdo de carboidratos em células e organelas subcelulares;
histoquimica e citoquimica;

D) mapeamento de rotas neuronais;

E) selecdo de mutantes resistentes a lectinas;

F) estudos de biossintese de glicoproteinas.

Os usos clinicos das lectinas se concentram principalmente na estimulagao
mitogénica de linfocitos, na depuragdo da medula éssea para transplante, na
tipagem bacteriana e celular e como imunotoxinas (Nicolson, 1974; Brown, Hunt,
1978; Reisner et al., 1981; Slifkin; Doyle, 1990; Sharon; Lis, 2004). Lectinas ja sao
usadas também como sondas no auxilio de diagndsticos histopatolégicos com
relacdo a tumores primarios e suas metastases (Renani et al., 1994; Mody; Joshi;
Chaney, 1995) e em diagndsticos nao histopatolégicos para cancer (Leerapun et al.,
2007; Zhao et al., 2007), além do tratamento clinico de tumores (Beuth et al., 1992;
Beuth, 1997; Lenartz et al., 2000).

As esponjas marinhas constituem um campo relativamente novo de pesquisa,
com inumeros tipos de metabdlitos primarios e secundarios ainda para serem
descobertos, dentre eles, as lectinas. O trabalho de rastreamento da atividade
hemaglutinante de extratos aquosos de esponjas marinhas realizado por Dresch e
colaboradores (2005) mostrou uma atividade destacada na esponja marinha Axinella
corrugata. Devido a este fato, a(s) lectina(s) dessa esponja foi(foram) escolhida(s)
para estudo, aliado pela busca continua de novos compostos farmacologicamente
ativos. N&o foi encontrado na literatura nenhuma referéncia ao estudo das lectinas
desta esponja, o que possibilta a descoberta de alguma atividade bioloégica
importante, inclusive com possiveis aplicagdbes na compreensdo de processos

fisiologicos e na terapéutica.

Visando um ordenamento dos assuntos abordados, o trabalho esta dividido

em cinco capitulos.



O capitulo | apresenta uma revisdo da literatura sobre a esponja Axinella
corrugata, com a analise de caracteristicas morfolégicas do esqueleto da referida
esponja por MEV (microscopia eletrbnica de varredura), com fins de sua

identificagao.

O capitulo Il relata a purificacdo e caracterizacao fisico-quimica e/ou quimica
das lectinas | e Il da esponja marinha.

O capitulo Il inclui um levantamento bibliografico sobre atividades biologicas
de lectinas de animais com a aplicacdo de métodos para a determinagcdo das

propriedades bioldgicas das lectinas | e |l da referida esponja.

O capitulo IV aborda como as lectinas podem contribuir para a constituicao
estrutural e para a biologia celular das esponjas marinhas. Dessa maneira,
anticorpos policlonais contra ACL-lI foram produzidos em camundongos com o

objetivo de se verificar a localizagdo desta lectina nos tecidos da esponja.

O capitulo V apresenta uma reviséo bibliografica sobre a fungao biolégica dos
carboidratos de membrana celular e a participacdo das lectinas nesse processo.
Neste contexto, a marcagcdo de glicoconjugados da membrana celular de células
transformadas com a lectina ACL-I conjugada a fluoréforo, objetivou utilizar a mesma

como instrumento de diagnéstico de tumores malignos.



OBJETIVOS

Objetivos Gerais:

Extracéo, isolamento, purificagdo e avaliagdo das propriedades bioldgicas

da(s) lectina(s) da esponja marinha Axinella corrugata.

Objetivos Especificos:
Realizar a caracterizagao morfo-anatémica de Axinella corrugata;

Propor um protocolo de purificagado para a(s) lectina(s) de Axinella corrugata a
partir de seus extratos aquosos, além de estimar a massa molecular e estudar o
efeito da temperatura, do pH e de cations divalentes e do EDTA sobre a estabilidade

protéica e/ou hemaglutinagao.

Determinar o ponto isoelétrico, o numero de cadeias polipeptidicas, os
aminoacidos constituintes e a natureza glicoprotéica ou ndo de ACL-I, bem como o
efeito de agentes redutores e desnaturantes e de enzimas proteoliticas sobre a

atividade dessa lectina;

Verificar as propriedades biolégicas, principalmente de ACL-I, como atividade
quimiotaxica, mitogénica, citotdxica e antioxidante, e a especificidade para diferentes

carboidratos e células sanglineas (eritrocitos), visando possiveis aplicagdes;
Realizar a imunolocalizagcado de ACL-I nos tecidos de Axinella corrugata;

Utilizar ACL-I como marcadora de células transformadas.






REVISAO DO TEMA

Lectinas

Inicialmente, o termo lectina referia-se a habilidade de algumas proteinas
(denominadas de hemaglutininas pela primeira vez por Elfstrand em 1898) de
ligarem-se de forma seletiva a carboidratos da membrana de eritrocitos, provocando
a aglutinagdo dos mesmos (Sumner; Howell, 1936; Watkins; Morgan, 1952; Damme
et al., 1998). O termo lectina, em substituichio ao nome hemaglutinina, foi
primeiramente proposto por Boyd e Shapleigh em 1954, tendo em vista a distingao
de eritrécitos de diferentes tipos sangtliineos por parte de aglutininas de plantas em
funcdo da presenca de certo grupo de moléculas de carboidrato na superficie da
membrana plasmatica eritrocitaria. Contudo, constatou-se que as lectinas eram
proteinas de origem nao imune que se ligavam a carboidratos e poderiam aglutinar
outras células além de eritrocitos, precipitando polissacarideos, glicoproteinas e
glicolipidios, caso apresentassem os carboidratos para os quais sé&o especificos. O
nome lectina é derivado da palavra legere em latim, que significa escolher, eleger.
Também verificou-se que algumas lectinas apresentam apenas um sitio de ligagéo a
carboidratos e assim, ndo s&o capazes de aglutinarem glicoconjugados ou células.
Ainda, ha lectinas que apresentam além do dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD) um outro dominio catalitico, com atividade enzimatica (Micucci;
Camps, 1987; Peumans; Damme, 1995; Kilpatrick, 2000; Sharon; Lis, 2004). Dessa
maneira, o conceito mais apropriado de lectina estabelece que lectina é toda aquela
proteina que possui ao menos um dominio nao catalitico que liga-se de forma
reversivel e com especificidade a mono ou oligossacarideos, livres ou conjugados
(Peumans; Damme, 1995). Barondes (1988) descreve lectinas que apresentam um

dominio adicional que ndo reconhece carboidratos como moléculas bifuncionais,



representando um diagrama de trés tipos de proteinas que ligam a carboidratos,

conforme figura 1.

SO 20 >0 XX

> Sitio de ligagado a carboidrato d sitio de ligacdo a outra molécula que néo carboidrato
Figura 1: Diagrama sequencial de sitios de ligacdo de proteinas. >< proteina com dois CRD;
>< proteina com dois CRD e um dominio que nao reconhece carboidratos; > proteina com
um CRD; > proteina com um CRD e um dominio que ndo reconhece carboidratos (Barondes;
1988).

A estrutura protéica das lectinas é altamente diversificada. Sdo encontradas
em plantas, algas, microrganismos (virus, bactérias), fungos, animais invertebrados
(moluscos, crustaceos, protozoarios, esponjas) e vertebrados (peixes, batraquios,
répteis, aves, mamiferos e no ser humano). No homem estdo presentes em
plaquetas, células endoteliais, macrofagos, fibroblastos, espermatozéides, linfocitos,
células normais ou transformadas, figado, baco, tecido nervoso, etc (Micucci;
Camps, 1987; Singh; Tiwary; Kennedy, 1999; Kilpatrick, 2000; Kilpatrick, 2002; Loris,
2002; Sharon; Lis, 2004; Bettler; Imberty; Loris, 2005).

Mitchell e Reichert (1886) foram os primeiros a observar a propriedade de
aglutinacdo de venenos de cobra (Liener; Sharon; Goldstein, 1986). Logo em
seguida, foi feita a primeira descrigdo de lectinas, em plantas, mais precisamente em
sementes de Ricinus communis (Stilmark, 1888; Micucci; Camps, 1987; Sharon; Lis,
2004), culminando no isolamento da ricina. Em invertebrados, o primeiro registro de
lectinas foi em caracois, no albumen de Helix pomatia (Camus, 1899). Em
1902/1903 foram descobertas lectinas na hemolinfa de crustaceos (Noguchi apud
Liener; Sharon; Goldstein (1986); Noguchi, 1903) e no veneno de cobras (Fletchner;
Noguchi, 1902). Por outro lado, em mamiferos, foi relatada a primeira lectina em

bovinos, a conglutinina (Bordet; Gay, 1906).

NOGUCHI, H. University of Pennsylvania. Medical Bulletin, v. 15, p. 295-301, 1902 apud LIENER, I. E.; SHARON, N
GOLDSTEIN, I. J. The Lectins — Properties, Functions and Applications in Biology and Medicine. Orlando: Academic
Press, 1986. 600 p.



A partir de 1935 foram encontradas lectinas em extratos de enguias e
mostrado o seu uso potencial para tipagem sanglinea (Liener; Sharon; Goldstein,
1986). Os estudos realizados por Sugishita (1935) e Jonsson (1944) em enguias e
por Renkonen (1948) e Boyd e Reguera (1949) em plantas podem ser considerados
como 0s primeiros que reconheceram que as lectinas podem ser especificas a
grupos sanguineos e, assim, passiveis de serem utilizadas como moléculas de

reconhecimento (Liener; Sharon; Goldstein, 1986; Sol et al., 2006).

Em 1964 foi citada uma lectina na hemolinfa de moluscos (Saxidomus
giganteus) (Johnson, 1964) que passaram a ser os invertebrados mais investigados
(Micucci; Camps, 1987). Lectinas foram primeiramente descritas em esponjas por
Dodd, MacLennan e Hawkins (1968). A primeira lectina relatada em um tecido
especifico de vertebrados foi a do 6rgéo elétrico da enguia Electrophorus electricus
em 1975 por Teichberg e colaboradores. Também foram descobertas lectinas com

atividade hemaglutinante em mariscos (Vasta, 1978).

Tradicionalmente, as lectinas sio classificadas conforme sua similaridade de
sequéncia de aminoacidos e na estrutura terciaria. Contudo, também podem ser
classificadas com base em seu sistema de reconhecimento de carboidratos e

caracteristicas topoldgicas do sitio de combinagao (Devarajan; Sonavane, 2003).

De acordo com a sua estrutura, as lectinas, independente de sua origem,
podem ser classificadas em quatro grupos. Merolectinas sdo as lectinas que
possuem apenas um CRD. Assim, elas sdao monovalentes e ndo podem precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células. Hololectinas apresentam dois ou mais CRD
idénticos ou muito homologos, ligando-se a carboidratos estruturalmente similares
ou idénticos (Damme et al., 1998; Neumann et al., 2004). Algumas lectinas também
apresentam um outro dominio cuja ligagao hidrofébica € ndo especifica a um ligante
nao carboidrato via interacdes proteina-proteina, proteina-lipidio e proteina-acido
nucléico. Estas sao as quimerolectinas que possuem pelo menos um CRD e um
outro dominio nado relacionado, sendo este possivelmente responsavel por uma
atividade enzimatica bem definida ou a outras atividades bioldgicas da proteina que
ocorrem independentemente ou ndo do CRD. Por exemplo, a proteina n&o integrina
ligante a elastina/laminina liga-se a elastina e a laminina via ligacdo hidrofébica

proteina-proteina, contudo, tem também um CRD associado a galactose. Entretanto,



estas duas atividades ndo séo independentes. A elastina liga-se com alta afinidade a
proteina na auséncia da galactose, mas a presenca deste carboidrato ou outro
relacionado muda a conformagao da nao integrina e causa a concomitante queda na
afinidade pela elastina. Desta maneira a interagao lectina-carboidrato pode regular a
interacdo proteina-proteina (Barondes, 1988; Ponchel; Irache, 1998; Damme et al.,
1998; Kilpatrick, 2002; Neumann et al., 2004). Por fim, as superlectinas tém pelo
menos dois CRD estruturalmente diferentes e que reconhecem carboidratos nao

relacionados (Damme et al., 1998; Neumann et al., 2004).

As lectinas animais, do ponto de vista funcional, sdo classificadas em
intracelulares, proteinas ligadas a membrana ou extracelulares. As primeiras sao
envolvidas no controle de qualidade celular e na selegao de glicoproteinas em rotas
secretérias, assim como, em processos especificos no compartimento citoplasmatico
e nuclear. As lectinas de superficie celular agem como receptores e sdo mais
associadas a processos de endocitose (receptores para ligantes fisiolégicos, como
enzimas lisossomais e asialoglicoproteinas), adesao celular, interagao célula-célula e
imunidade inata, estando restritas ao tipo de célula no qual foram sintetizadas. Por
sua vez, as lectinas extracelulares sdo envolvidas na organizacdo da matriz
extracelular, no crescimento e desenvolvimento celular, além de agir como moléculas
sinalizadoras na imunidade. Sao capazes de se difundir localmente em tecidos ou
atingir a circulagéo (Singh; Tiwary; Kennedy, 1999; Varki et al., 1999, Damme et al.,
2004). A associagdo seletiva das lectinas a glicoproteinas ou glicolipidios da
superficie celular acarreta outras implicagées funcionais, como embriogénese e
mecanismos para a eliminacdo de patogenos, como aglutinagdo, imobilizagéo,

opsonizagao mediada por complemento e lise (Vasta; Ahmed; Odom, 2004).

A natureza da ligagédo lectina animal-carboidrato pode ser de dois tipos:
aquele envolvendo glicosaminoglicanos (principalmente heparina e acido
hialurénico, via contato de carga superficial) e o envolvendo N- e O-glicanos. Os
sitios de ligacdo sao de relativamente baixa afinidade e s&o encontrados em
reentrancias superficiais das proteinas. A regido de contato entre o sacarideo e a
proteina normalmente envolve de um a trés residuos de carboidrato, o que

proporciona baixa afinidade e alta especificidade (Varki et al., 1999).
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A seletividade da ligacado lectina-carboidrato € principalmente atingida via
pontes de hidrogénio (envolvendo grupos hidroxila do carboidrato e da cadeia lateral
da lectina ou grupos amida da cadeia principal da proteina com hidroxilas do
carboidrato), forcas de van der Waals (envolvendo a face hidrofébica do
monossacarideo e o0 aminoacido aromatico) e via interagbes hidrofébicas
(especialmente entre a galactose e o ftriptofano ou fenilalanina). Contudo, pode
também ser devida a interagbes metdlicas por cations divalentes (Elgavish;
Shaanan, 1997; Varki et al., 1999). Moléculas de agua sdo capazes de mediar as
pontes de hidrogénio entre carboidrato e proteina, cuja interagdo pode ser tao forte
quanto as pontes de hidrogénio carboidrato-proteina, equivalendo aos grupos
ligantes de hidrogénio da proteina e assim ser considerada parte da arquitetura do
sitio de ligacao lectina-carboidrato. Além disso, as posi¢cdes das moléculas de agua
nos CRD de uma certa lectina podem ser substancialmente conservadas e inclusive
tais moléculas podem mimetizar a fungdo de grupos hidroxila ausentes no CRD da
proteina. Outra forma de interagdo € entre aminoacidos da lectina e carboidratos
carregados, como o grupamento carboxilato do acido sidlico e derivados com
aminoacidos carregados positivamente na cadeia lateral, como arginina (Weis;
Drickamer, 1996; Vijayan; Chandra, 1999).

A situacao de baixa afinidade entre lectina-carboidrato faz com que a grande
maioria das lectinas animais contenham uma estrutura com varias subunidades ou
apresentem multiplos dominios de CRD dentro de uma unica molécula protéica, o
que acarreta numa caracteristica multivalente as lectinas. Desta maneira uma
mesma lectina pode apresentar uma diversidade de ligagdo a carboidrato, gerando
uma funcéo diferente. Tal multivaléncia das lectinas otimiza a funcao lectinica na
natureza, possibilitando mediar interagdes biologicamente relevantes (Varki et al.,
1999).

Entretanto, existem algumas excegbes, como as selectinas (lectinas tipo C,
dependentes de calcio) e os siglecs (lectinas tipo |, proteinas com sitio de ligacao a
carboidrato pertencentes ao dominio da superfamilia das imunoglobulinas) que

apresentam apenas um CRD (Varki et al., 1999).

As lectinas animais sdo agrupadas em familias baseadas na natureza do seu

carboidrato ligante, no processo biolégico no qual participam, na sua localizagéo, no
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sitio de reconhecimento de carboidrato, na sua dependéncia de cations divalentes e
na homologia de sua estrutura primaria. A atividade lectinica pode estar vinculada a
varias familias ndo relacionadas de lectinas no que se refere a estrutura primaria da
molécula protéica. A classificagcdo baseada nas caracteristicas de sequéncias de
reconhecimento compartilhadas é atualmente uma das mais uteis ferramentas para
agrupar as lectinas em familias. Enquanto que a arquitetura total das lectinas varia
amplamente, a ligagdo ao carboidrato pode ser atribuida a uma porgéo limitada de
uma dada lectina, segmento este denominado pela primeira vez de dominio de
reconhecimento de carboidrato em 1988, por Kurt Drickamer. CRDs em cada grupo
de lectinas partilham de um padrdo constante e altamente conservado de residuos
de aminoacidos (Drickamer, 1988; Drickamer; Taylor, 1993; Kilpatrick, 2002). Dessa
maneira, as lectinas sdo capazes de reconhecer diferencas sutis na estrutura de
glicanos complexos (configuragdo do carboidrato, pontos distintos de ligacdo aos
aminoacidos do CRD, sequéncia de carboidratos especifica ou conformacido do
mesmo no sitio de reconhecimento) e, portanto, capazes de discriminar entre
diferentes tipos de células que tém variagcées pequenas nos tipos de carboidratos de
membrama (Cavada et al., 1993; Cruz et al., 2005).

Um mesmo dominio de unido a carboidratos pode apresentar diferente
estequiometria e orientagcédo espacial em diferentes lectinas multiméricas (com varias
subunidades), o que incrementa sua variabilidade estrutural. Como consequéncia,
lectinas da mesma familia exibem especificidade para diferentes carboidratos ou
reconhecem diferentes determinantes da mesma estrutura complexa de
carboidratos, propiciando que ajam em diferentes atividades bioldgicas. Por outro
lado, as interagcbes multivalentes das lectinas com seus carboidratos modulam sua
seletividade e a afinidade da ligagao lectina-polissacarideo, além de incrementar sua
atividade (Calvete et al., 1998; Calvete et al., 1999; Neumann et al., 2004; Sol et al.,
2006).

Em 1988 as lectinas animais eram classificadas em apenas duas categorias,
segundo seu CRD: lectinas tipo C e lectinas tipo S (lectinas com afinidade para
galactose e nao necessariamente dependem de grupos SH para exercer sua
atividade) (Drickamer, 1988). Contudo, com o avango das pesquisas, constatou-se
que nem todas as lectinas que ndo eram do tipo C nao requeriam calcio. Assim,

atualmente, as lectinas animais sdo classificadas em 9 familias principais, conforme
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seu CRD: calnexina, lectinas tipo C, L (lectinas animais com alguma semelhanca
com as lectinas de sementes de plantas leguminosas), P (lectinas com
especificidade para manose 6-fosfato), I, R (familia de proteinas relacionadas a
ricina), M (lectinas que se ligam a glicanos contendo manose) , S e F (muitas
lectinas desta familia se ligam a fucose) (Savan; Endo; Sakai, 2004; Vasta; Ahmed;
Odom, 2004). Ha muitas controvérsias na literatura quanto ao numero de familias de
lectinas animais existentes. Além disso, muitas lectinas ja foram descobertas, mas a
homologia da seqUéncia de carboidratos que melhor reconhecem, ainda é
desconhecida, fazendo com que nao sejam agrupadas em nenhuma familia (Varki et
al., 1999).

Em bases de dados de lectinas encontra-se uma classificagdo mais detalhada
quanto aos tipos de familias de lectinas animais existentes (tabela 1), conforme os
autores Bettler, Imberty e Loris (2005); Drickamer (2006) e Hirabayashi e Kojima
(1997), complementado pelos autores Sanz et al. (1992) e Rosen et al. (1973) que
classificam as espermadesinas e as discoidinas como lectinas animais,
respectivamente. Baumgartner et al. (1998) e Kilpatrick (2002) também consideram
as discoidinas como lectinas animais. De acordo com Baumgartner et al. (1998),
Bettler, Imberty e Loris (2005) e Drickamer (2006) as familias de lectinas animais
presentes em invertebrados sdo: lectinas tipo P, C, R, F, S, intelectinas, discoidinas

e proteinas ligadoras de quitina.
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Tabela 1: Classificagdo das lectinas animais quanto ao seu dominio de reconhecimento de carboidratos.

Familia de lectina

Carboidrato ligante

Localizagéo Funcgao

Lectinas tipo C
(Gabius, 1997; Drickamer,
2006)

Lectinas tipo |
(Drickamer, 2006)

Lectinas tipo S (galectinas)
(Drickamer, 2006; Gabius,
2006)

Lectinas tipo F
(fucolectinas)
(Gabius, 1997; Vasta; Ahmed;
Odom, 2004; Drickamer, 2006)

Lectinas tipo P
(Gabius, 1997; Drickamer,
2006)

Lectinas tipo L
(Drickamer, 2006)

Lectinas tipo R
(Drickamer, 2006)

Calnexinas
(Drickamer, 2006)

Anexinas
(Hirabayashi, 1997;
Hirabayashi; Kojima, 1997)

manose, galactose, fucose,
GlcNAc, GalNAc e derivados

MangGIcNACc,, acido sialico e

derivados, acido hialurénico

B-galactosideos

galactose e derivados,
monossacarideos sulfatados e
fosforilados, oligossacarideos

terminando em fucose

glicoproteinas contendo manose-

6-fosfato e outros

glicanos ligados a manose,

GalNAc e outros

galactose, GalNAc e outros

glicanos ligados a
GlciMangGIcNAC,

fosfatidil-(serina, etanolamina,

inositol, colina), esfingomielina

interacao célula-célula,

imunidade inata e adquirida,

montagem da rede da matriz

extracelular, extracelular, eliminagao de
membrana celular glicoproteinas (enzimas
lisossomais, horménios,

colageno e de células com
glicosilagao estranha ou

aberrante)

interagao célula-célula,
interagao célula-matriz
membrana celular
extracelular, imunidade inata e
adquirida
ligagéo cruzada de glicanos na

extracelular, matriz extracelular, interagao

intracelular, substrato-célula, interagéo
membrana célula-célula, montagem da
plasmatica rede da matriz extracelular,

imunidade inata

imunidade inata, fertilizagao,

captura de restos celulares,
extracelular, . B
reconhecimento de glicosilagéo

intracelular
estranha ou aberrante nas
células, endocitose
transporte de proteinas pés-
) Golgi, degradacao de
intracelular

glicoproteina, atividade

enzimatica, endocitose

RE, ERGIC, Golgi saida de proteinas do RE

Golgi, membrana turnover de hormonios,

celular atividade enzimatica
saida de proteinas do RE,
RE folding de proteinas,
degradagao protéica
regulacdo da atividade da
intracelular

fosfolipase A2, transporte
vesicular de lipidios, endocitose,

exocitose
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Tabela 1(continuagao)

Proteinas ligadoras de
quitina
(Kawabata et al., 1996; Shen;
Jacobs-Lorena, 1999 ; Bettler;
Imberty; Loris, 2005)

Ficolinas
(Holmskov; Thiel; Jensenius,
2003; Liu et al., 2005 ;
Drickamer, 2006)

Espermadesinas
(Topfer-Petersen et al., 1998;
Topfer-Petersen, 1999; Sanz et
al. 1992)

Lectinas como quitinase
(quilectinas)
(Drickamer, 2006; Vasta et al.,
2007)

F-box lectinas
(Drickamer, 2006)

Lectinas tipo X
(intelectinas)
(Drickamer, 2006; Vasta et al.,
2007)

Lectinas tipo M
(Drickamer, 2006)

Discoidinas
(Rosen et al., 1973;
Baumgartner et al., 1998 ;
Kilpatrick, 2002)

quitina

fucose, GIcNAc, GalNAc, sialil-N-

acetillactosamina

oligossacarideos contendo
manose-6-fosfato, galactose,
GalNAc, glicanos ligados a
GIcNAc e GalNAc,

polissacarideos sulfatados

quitina, quito-oligossacarideos,

glicosamina, heparina,

galactosamina

GIcNAc

galactose, galactofuranose,

pentoses

glicanos contendo manose

galactose, GalNAc, B-

galactosideos

intracelular,

extracelular

extracelular,
membrana

plasmatica

extracelular

extracelular

citoplasma

extracelular,

membrana celular

RE

extracelular,

membrana celular

imunidade inata e outras nao

definidas

imunidade inata,
reconhecimento de glicosilagao
estranha ou aberrante nas

células

fertilizagao

metabolismo do colageno,
imunidade inata, interagao

célula matriz extracelular

degradacao de glicoproteinas

defeituosas no citoplasma

imunidade inata, fertilizagéo e

embriogénese

remogao de glicoproteinas
defeituosas do RE com
posterior degradagao no

citoplasma

interagdes células-matriz
extracelular, agregagéo celular,
coagulagao, adesao celular,
receptores de enzimas,
fertilizagdo, reconhecimento e

interagao célula-célula
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Aplicagoes futuras das lectinas

Um dos maiores problemas com a administragao oral de farmacos de dificil
absorgao € a rapidez com a qual eles passam através do trato gastrintestinal. Com
um tempo de transito no intestino delgado de menos de trés horas isto normalmente
prejudica a completa absorgédo do farmaco. Se o tempo de residéncia de um farmaco
no intestino fosse incrementado, tal fato poderia conduzir a uma melhor absorgéao,
permitir menor administracdo de doses e diminuir possiveis efeitos téxicos ou
adversos (Naisbett; Woodley, 1995). O uso de lectinas para a vetorizagdo de
farmacos de dificil absorgao a sitios especificos no organismo humano representa
um grande potencial para o tratamento futuro de doengas. Além da ligagdo de
farmacos a um tecido especifico e na diminuigdo do transito gastrintestinal dos
mesmos, as lectinas poderiam ser usadas na internalizacdo e subsequente envio

intracelular de farmacos, como a lisossomos, nucleo e citoplasma.

Outros estudos que poderiam ser feitos € na modelagem molecular auxiliada
por computador da interagao especifica lectina-carboidrato, o que seria muito util no
entendimento do processo de absorgéo de certos farmacos (Lehr, 2000; Woodley,
2000).

O uso de novas proteinas bioativas no tratamento de doengas depende do
desenvolvimento de sistemas carreadores de farmacos que superem o problema da
instabilidade relacionada a proteinas e peptideos apds administracao intravenosa ou
subcutanea. O uso da nanotecnologia farmacéutica de carreadores coloidais de
farmacos, especialmente lipossomos, é de grande aplicagdo porque tornam os
farmacos seguros da degradagcdo nos fluidos bioldgicos, prolongando a sua
circulagdo no sangue e conduzindo a sua penetragcdo nas células (Andrade et al.,
2004).

A ligagdo de lectinas a sistemas carreadores (nanoparticulas, lipossomos,
microparticulas, microesferas) pode ser obtida por ligagao covalente (mais estavel)
ou por adsorgdo. Outra possibilidade consiste no emprego de lipossomos
polimerizados (Ponchel; Irache, 1998; Arangoa et al., 2000). O uso de vetores com

lectinas transportando farmacos devem ser desenvolvidos para permitir a liberagao
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do farmaco durante o periodo de tempo correspondente a duragcao de sua adesao
ao tecido desejado, 0 que torna estes procedimentos de preparagdo mais complexos
(Ponchel; Irache, 1998).

Em vista disso, a administracdo oral a ratos e camundongos de lipossomos
contendo insulina conjugados ou ndo a distintas lectinas (WGA - aglutinina do
gérmen de trigo, TL-lectina do tomate- e UEA-I - lectina | de Ulex europaeus) ligadas
covalentemente a fosfatidiletanolamina foi comparada com a administracao
subcutanea e intraperitoneal de insulina, respectivamente. Em ratos e camundongos
o efeito hipoglicemiante dos lipossomos conjugados a lectinas foi consideravel,
observando-se auséncia de efeito significativo naqueles lipossomos de insulina
administrados oralmente livres de lectina. Em camundongos, lipossomos contendo
UEA-| tiveram o mesmo efeito da insulina administrada intraperitonealmente, mas
lipossomos conjugados a WGA tiveram efeito hipoglicemiante marcante. Em ratos, a
insulina administrada subcutaneamente provocou menor efeito hipoglicemiante do
que os lipossomos conjugados a lectina. As lectinas ligadas a lipossomos
intensificaram a absor¢cdo oral de insulina devido a sua combinagdo com sitios
especificos no trato gastrintestinal, podendo se constituir num sistema importante de
vetorizagdo de peptideos e de proteinas (Zhang et al., 2005). Outro sistema
carreador a base de nanoparticulas para a administracdo de insulina por via oral a
ratos foi desenvolvido por Zhang et al. (2006), também empregando WGA. O nivel
de glicose sangulinea diminuiu consideravelmente com efeito mais marcante apos 3
horas da administragdo, o que igualmente mostrou que esse sistema intensificou a
absorgao intestinal de insulina por ligagado do carreador a receptores das células do
epitélio intestinal e que protegeu a mesma da agdo de enzimas proteoliticas.
Resultados semelhantes foram obtidos por Kim et al. (2005) ap6s administragao oral

a ratos de microparticulas contendo insulina, conjugadas a WGA.

Em outro estudo, Yin e colaboradores (2006) desenvolveram um conjugado
contendo WGA e o incorporaram numa preparagdo de nanoparticulas contendo
timopentina. A timopentina é um peptideo sintético usado no tratamento de doencas
auto-imunes. Contudo, apresenta tempo de meia vida muito curto e extenso
metabolismo no trato gastrintestinal. O sistema carreador foi administrado via oral
(1 mg/kg ao dia, durante 6 dias) a ratos induzidos a leucopenia. A analise do sangue

dos animais apos o tratamento revelou que o nivel de linfécitos naqueles tratados
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com o sistema carreador teve um aumento significativo em relagdo aos controles
negativos. Na dose de 10 uyg de WGA/mg de nanoparticula os resultados foram
semelhantes aqueles animais que receberam timopentina por via intravenosa, forma
empregada na administracdo do farmaco, demonstrando notavel efeito
imunomodulador. Os autores verificaram um aumento na absor¢cdo e uma protecao

contra degradacéao acida e enzimatica.

Com relagdo a vacinas, duas estratégias estdo sendo estudadas para
aperfeicoar a imunidade por via oral: associacdo de vacinas com microparticulas
para proteger antigenos labeis da protedlise e propiciar a absorgao pelo intestino e
associagado de antigenos com lectinas de plantas ou de bactérias que sao estaveis
no intestino e encaminham vacinas, especificamente, ao epitélio intestinal. Tais
estratégias podem ser combinadas para gerar sistemas onde as vacinas sao retidas
na forma de particulas, protegidas da degradacdo e encaminhadas ao epitélio
intestinal, induzindo assim a resposta imune nos sitios do trato gastrintestinal. Com
isso se melhora a absor¢édo e inclusive se pode alterar a via de administracéo
(Lavelle, 2006).

A atividade citotéxica de lectinas também pode ser explorada pelo uso de
sistemas carreadores. Andrade e colaboradores (2004) analisaram a atividade
antitumoral da lectina de Cratylia mollis associada a lipossomas contra sarcoma 180
em camundongos. O tratamento foi conduzido intraperitonealmente por 7 dias
(7 mg/kg/dia). Analises hitopatologicas do tumor conduziram a uma inibicao de 71%
do sarcoma. Os resultados permitem uma aplicacdo da lectina no campo da
nanotecnologia farmacéutica. Os autores concluiram que os lipossomos sao
sistemas estaveis, o que prolongou o contato entre as células do tumor e os

farmacos encapsulados.
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Esponjas

O filo Porifera faz parte dos metazoarios, representando esponjas que sao
especializadas por serem sésseis e por terem um plano corporal incomum,
construido ao redor de um sistema de canais de agua e de cémaras, por onde
circula a agua, contendo uma consideravel populacdo movel de células capazes de
totipoténcia e imperfeitamente dispostas, com certo grau de independéncia.
Somente em 1765 foram observadas pela primeira vez as correntes de agua
internas nas esponjas. Estes invertebrados possuem espiculas silicosas ou
calcareas, na maioria, mas néo todas as espécies. As esponjas sdo agrupadas em 4
classes: Hexactinellida, Demospongiae, Archaeocyatha e Calcarea (Storer et al.,
1984; Ruppert; Barnes, 1996; Hooper; Soest; Debrenne, 2002).

A estrutura das esponjas pode ser caracterizada como uma superficie
perfurada por muitas pequenas aberturas (6stios ou poros incorrentes), de onde
deriva o nome Porifera. Cada poro é formado por um pordcito, canal através de uma
célula tubular, que se estende da superficie externa até a cavidade interna da
esponja (espongiocele). A cavidade ou luz do pordcito forma o 6stio (com
capacidade de se fechar ou de se abrir por meio de uma contragédo) que por sua vez
abre-se para o exterior através de uma grande abertura (6sculo). A superficie
externa das esponjas reveste-se de células achatadas de propriedade contractil
(pinacadcitos), que juntas constituem a pinacoderme. Os pinacécitos podem se mover
em diregdo ao mesoilo. Abaixo da pinacoderme encontra-se o mesoilo, consistindo
de uma matriz protéica gelatinosa que contém material esquelético e células
amebodides (amebdcitos) (Storer et al., 1984; Gaino; Manconi; Pronzato, 1995;
Ruppert; Barnes, 1996).

O esqueleto pode ser composto por espiculas e/ou fibras de espongina
(fibrilas de colageno). As espiculas frequentemente se projetam através da
pinacoderme. As células amebdides sao os arquedcitos (fagocitarios, totipotentes e
exercem papel na digestdo e captura de nutrientes), coléncitos (células fixas
secretoras de colageno), esclerécitos (secretores de espiculas), espongiécitos
(secretores do esqueleto de espongina), midcitos (células longas, contrateis, que

formam esfincteres ao redor dos poros e do Osculo) e outras células moéveis
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secretoras de colageno. Os arquedcitos também podem dar origem as células
reprodutivas (6vulos e gémulas) e aos demais amebdcitos. No lado interno do
mesoilo encontra-se uma camada frouxa de células, denominada de coandcitos,
responsaveis pelo movimento da agua através da esponja, por obter alimento e
também transferi-lo para os amebdécitos, além de participarem do processo de
excregao, sendo consideradas as células fundamentais das esponjas. Os
pinacécitos podem se diferenciar em coandcitos. Os arquedcitos podem se
diferenciar em pinacdcitos e vice-versa. Por sua vez, os arquedcitos podem se
diferenciar em coandcitos e vice-versa, o que confere uma grande plasticidade as
esponjas. Os coandcitos sdo responsaveis pela produ¢cdo do esperma e 6vulos.
Devido a ocorréncia de citoplasma rico em granulos, como em Chondrilla nucula,
eles sao grosseiramente estocados no mesoilo em células esferulosas, fase final da
especializagcao dos arquedcitos (Storer et al., 1984; Gaino; Manconi; Pronzato, 1995;
Ruppert; Barnes, 1996; Muller et al., 2003).

As esponjas s&o uns dos animais multicelulares mais simples e estao entre os
mais antigos animais metazoarios. Eles diferem de outros grupos de invertebrados
por manterem independéncia entre suas células constituintes, ja que ndao formam
orgaos, mas apresentam um tecido conjuntivo bem desenvolvido no qual as células
realizam varias fungdes. Sua digestao € intracelular e sua respiragdo e excregao
ocorrem por difusdo passiva. Devido a sua prevaléncia, distribuicdo e habilidade de
sintetizar uma gama de substéncias de diferentes classes estruturais, esses
organismos tornaram-se uma das fontes promissoras para descoberta de novos
compostos com atividade biolégica (Stebbins, 1991; Carté, 1996; Ruppert; Barnes,
1996; Hentschel; Usher; Taylor, 2006).

Aproximadamente 7000 espécies de esponjas ja foram descritas em
ambientes marinhos, comparadas as apenas cerca de 150 espécies de agua doce.
As esponjas abundam em todos os oceanos (regibes polares, tropicais e
temperadas), utilizando como substrato de crescimento conchas, rochas, madeiras
submersas ou corais. Algumas espécies adaptaram-se a areia macia ou a leitos de
lama. A maioria das esponjas prefere aguas relativamente rasas, mas algumas,
como as esponjas-de-vidro, vivem em aguas profundas. A forma de crescimento das

Y

esponjas €, em parte, uma resposta a disponibilidade de espaco, a inclinagédo do
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substrato e a velocidade da corrente de agua, vivendo de um a varios anos
(Ruppert; Barnes, 1996; Newbold et al., 1999; Simdes et al., 2003).

As esponjas variam enormemente em tamanho e forma, de milimetros a mais
de um metro em didmetro e altura. Algumas sio radialmente simétricas, mas a
maioria € irregular, exibindo padrées de crescimento macigos, eretos, incrustantes
ou ramificados. Grande parte das espécies comuns € brilhantemente colorida, mas o

significado da coloragéo é ainda incerto (Carté, 1996; Ruppert; Barnes, 1996).

A arquitetura das esponjas, construida ao redor de um sistema de canais de
agua, é chave para a compreensao de muitos aspectos de sua fisiologia. A fisiologia
de uma esponja depende enormemente da corrente de agua que flui através de seu
corpo. A agua traz os nutrientes, o oxigénio, removendo detritos e impurezas. As
esponjas podem controlar e inclusive até interromper este fluxo de agua. Alimentam-
se de material particulado extremamente fino, de bactérias, de dinoflagelados e de
outros organismos do plancton. Além disso, podem abrigar organismos
fotossintéticos simbidticos (dinoflagelados, cianobactérias) e outras bactérias (Storer
et al., 1984; Ruppert; Barnes, 1996).

As esponjas multiplicam-se assexualmente e sexualmente. A reproducio
assexual mais comum nas esponjas € por gémulas que consiste num grupo de
arquedcitos enriquecidos por alimento e circundados por espongiocitos, podendo
conter espiculas. Sob condigdes favoraveis desenvolvem-se numa esponja. Quanto
a reprodugéo sexual, a maioria das esponjas € hermafrodita. O esperma sai de uma
esponja e entra em outra nas correntes que fluem através dos canais de agua. Os
ovos sao fertilizados localmente no mesoilo. Eles podem, entdo, ser liberados
através dos canais de agua ou, entdo, serem incubados até que atinjam o estado
larval. As larvas sao, por fim, removidas pelos canais de agua (Storer et al., 1984;
Ruppert; Barnes, 1996).

Os extratos de esponjas marinhas sdo uma fonte rica e simples de produtos
naturais. Inumeros estudos tém revelado que organismos marinhos possuem uma
variedade de substancias organicas com conhecidas ou novas atividades
farmacoldgicas e toxicolégicas. Produtos do metabolismo de esponjas com

localizagbes distintas no globo terrestre tém exibido uma gama de atividades
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bioldgicas, tais como: antimicrobiana, antifungica, aglutinante, hemolitica, antiviral,
antiinflamatéria, analgésica, imunossupressora, antagonista de receptores,
ictiotdxica, neurotdxica, miotoxica, mitogénica, citotdoxica, como inibidores
enzimaticos, etc. As substancias isoladas a partir das esponjas variam amplamente
em complexidade estrutural, incluindo esterdis, terpendides, derivados de
aminoacidos, saponinas e macrolideos, muitas das quais ndo sdo encontradas em
fontes terrestres, mas suas fungbes fisiologicas sado ainda desconhecidas. As
esponjas constituem, ainda, uma nova opg¢ao para farmacos anticancerigenos. Ja
foram isoladas das esponjas substéncias que inibem o crescimento de células
cancerosas, como lactonas, alcaldides, proteinas e peptideos (Pettit et al., 1992;
Muricy et al., 1993; Carté, 1996; Chanas et al., 1996; Villate; Pérez; Alfonso, 1998;
Swearingean; Pawlik, 1998; Wilson et al., 1999; Rangel et al., 2001).

Varias fungoes fisioldgicas foram propostas para estas substancias organicas
isoladas, tais como: impedir colonizagdo por outros organismos competitivos,
protegao contra peixes, predadores e microrganismos patogénicos (acredita-se que
esta seja a fungao mais importante), competicao pelo espago com outros animais
(como interagao alelopatica coral-esponja), desfavorecer a formagao de um biofilme
bacteriano, protecao contra radiagao ultravioleta, etc (Muricy et al., 1993; Ruppert;
Barnes, 1996; Newbold et al., 1999; Wilson et al., 1999; Simdes et al., 2003).
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Capitulo |
Consideracoes sobre a esponja Axinella corrugata e sua

identificacao por caracteristicas morfo-anatémicas

Introducgao

Classe Demospongiae:

A classe Demospongiae é definida como um Porifera contendo espiculas
silicosas e/ou esqueleto fibroso, ou ocasionalmente sem um esqueleto. O esqueleto
€ composto por fibras de espongina sozinhas ou juntamente com espiculas silicosas,
normalmente divididas em megascleras e microscleras. Espongina €& quase
universalmente presente, formando discretas fibras ou ligando os elementos do
esqueleto. Na maioria dos casos o esqueleto espicular e o esqueleto fibroso formam
um reforco combinado. Alguns grupos nao possuem esqueleto espicular,
compensado por um elaborado esqueleto fibroso. Outros grupos nao relacionados
apresentam apenas colageno fibrilar difuso. Outros grupos menores apresentam um
esqueleto basal hipercalcificado ou uma solida estrutura aragonitica (carbonato de
calcio) desprovida de espiculas. Os elementos celulares sao discretos, nunca
sinciciais, e a diversidade celular pode ser consideravel. A maioria das esponjas
desta classe sao leucondides, onde ocorre 0 mais alto grau de pregueamento da
parede corporal das esponjas, abrangendo todos os tipos de padrées de
crescimento, com os coandcitos restritos a cAmaras discretas, dispersas no mesoilo.
Estas esponjas podem atingir um tamanho grande, podem ser incrustrantes ou
eretas, com corpos achatados ou ramificados, embora muitas espécies tenham
forma de vasos, de plataformas irregulares, formas tubulares, de cordéao, foliaceas,

de copo e de urna. Apresentam camaras de coandcitos e apenas uma familia é



desprovida de sistema aquifero do tipo leucon (Ruppert; Barnes, 1996; Hooper;
Soest; Debrenne, 2002).

A classe Demospongiae engloba cerca de 85 % das espécies de esponjas
(marinhas e de agua doce), o que corresponde a aproximadamente 6000 espécies ja
descritas na literatura, distribuidas em 15 ordens, 88 familias e cerca de 500
géneros validos, dos quais em torno de 40 sao oriundos de agua doce (Hooper;
Soest; Debrenne, 2002). Sao encontradas em aguas rasas a profundas. A coloragao
é freqientemente brilhante (Ruppert; Barnes, 1996; Swearingean; Pawlik, 1998;
Hentschel; Usher; Taylor, 2006).

As esponjas desta classe abrigam organismos fotossintéticos simbidticos.
Algumas esponjas leucondides sdo também hospedeiras para outros seres Vivos,

como camardes e estrelas frageis (Ruppert; Barnes, 1996).

Na maioria das esponjas da classe Demospongiae o desenvolvimento dos
estagios larvais ocorre dentro do corpo do animal original. No entanto, em algumas
espécies ocorre liberagdo dos ovos fertilizados, os quais se desenvolvem na propria

agua marinha (Ruppert; Barnes, 1996).

A classe Demospongiae € conhecida por produzir um numero grande e
diversificado de metabdlitos secundarios (Newbold et al., 1999). Além disso,
esponjas caribenhas, por exemplo, representam uma rica fonte de proteina, numa

média de 20,7 mg de proteina soluvel por mL de tecido (Wilson et al., 1999).

Familia Axinellidae:

A familia Axinellidae constitui um grupo de esponjas caracterizado por
algumas das mais simples caracteristicas morfolégicas corriqueiramente usadas na
taxonomia de esponjas. Inclui esponjas de diversas formas de crescimento, com a
superficie aveludada a hispida devido a projecdo de espiculas. Apresentam um
esqueleto coanossomal que em algumas espécies é dividido em axial (condensado
e composto por fibras de espongina) e em extra-axial (plumoso ou plumorreticulado).
Esqueleto ectossomal sem especializacdo. As espiculas estdo presentes no

esqueleto axial, formadas por sinuosas Oxeas, localizadas no centro das fibras,
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projetadas por estilos. O tipo (estrongilos, 6xeas, aniséxeas, estilos, rafides) e
localizacdo das espiculas variam entre as espécies. A familia contém um amplo e
heterogéneo conjunto de géneros, com aproximadamente 92 géneros e 300
espécies descritas. Contudo, a maioria dos géneros sao sinébnimos, com 10 géneros
validos na familia: Auletta, Axinella, Cymbastela, Dragmacidon, Dragmaxia,
Pararhaphoxya, Phakellia, Phycopsis, Ptilocaulis, Reniochalina (Hooper; Lévi, 1993;
Alvarez et al., 2000; Hooper; Soest; Debrenne, 2002). Hooper et al. (1992) ja sugeriu
a subdivisdo da familia, em virtude de sua heterogeneidade. As esponjas desta

familia estdo distribuidas das regides polares aos tropicos (Hooper; Lévi, 1993).

A familia Axinellidae é claramente heterogénea em seu perfil bioquimico e
genético (figura 1.1), mas é homogénea em suas caracteristicas morfoldgicas
(Hooper et al., 1992; Alvarez et al., 2000). Tal fato sugere a divisdo da familia
Axinellidae em dois grupos: a Axinellidae | compreende todas as espécies de
Axinella, com excegao da Axinella polypoides, pertencente a Axinellidae Il (Alvarez
et al., 2000).
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Figura 1.1: Arvore filogenética da familia Axinellidae (Alvarez et al., 2000).

Género Axinella:

O tipo de arquitetura do esqueleto € uma das caracteristicas de diagnose

mais importantes do género, além de outras caracteristicas mofoldgicas (proporgéao

relativa, geometria, tamanho e composicdo das espiculas, envolvimento por

espongina, forma, cor, superficie, consisténcia da esponja) (Hooper et al., 1992;

Alvarez; Soest; Rutzler, 1998; Alvarez et al., 2000). Estudos quimiotaxondmicos

auxiliam no estudo de uma familia, fornecendo informagbes adicionais sobre as

relagdes filogenéticas entre os géneros, como caracteristicas bioquimicas (produgéo

de metabdlitos secundarios, aminoacidos livres, pigmentos carotendides, conteudo

protéico), estudos de ultraestrutura celular, caracteristicas morfoldgicas, estudos

moleculares e caracteristicas anatémicas (tamanho e forma das camaras de
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coandcitos, razdo mesoilo/cavidades de aquiferos). A cor e a consisténcia sao
caracteristicas subjetivas para uma avaliagao filogenética (Hooper et al., 1992;
Alvarez; Soest; Rutzler, 1998; Alvarez et al., 2000).

As caracteristicas bioquimicas constituem um bom indicador de filogenia de
esponjas e inclusive sdo usadas em estudos de sistematica. A diversidade de
propriedades bioquimicas das esponjas tem sido demonstrada pela descoberta
continua de novos compostos com propriedades farmacoldgicas. Ja os aspectos
moleculares podem ser usados no estudo da evolucdo das esponjas (Alvarez et al.,
2000).

O género Axinella €& caracterizado por um esqueleto coanossomal
diferenciado em esqueleto axial (condensado ou vagamente reticulado) e em
esqueleto extra-axial (plumoso ou plumorreticulado). Apresenta esqueleto
ectossomal sem especializacdo. Osculos podem apresentar padrdo de formato
estrelado. Espiculas se dividem em megascleras e microscleras. Megascleras sao
estilos; estilos e 6xeas ou somente 6xeas, quando ambas estdo presentes, uma
delas é rara. Modificagdes das megascleras sdao comuns em muitas espécies.
Microscleras, se presentes, sdo microrrafides e rafides (Lerner, 2001; Hooper; Soest;
Debrenne, 2002). O género € amplamente distribuido nos ambientes marinhos,
tendo em torno de 60 espécies validas, com uma grande plasticidade entre elas

(Hooper; Soest; Debrenne, 2002).
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O arranjo das espécies de Axinella, de acordo com os dados morfolégicos,

indica que o género nao €& monofilético (figura 1.2) (Alvarez et al., 2000).
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Figura 1.2: Arvore filogenética do género Axinella (Alvarez et al., 2000).

Axinella corrugata (George & Wilson, 1919):

A esponja Axinella corrugata, pertencente a classe Demospongiae, ordem
Halichondrida e familia Axinellidae, vive predominantemente em ambiente marinho
de pouca profundidade (Alvarez; Soest; Rutzler, 1998; Hooper; Soest; Debrenne,

2002).

A espécie foi originalmente descrita para a Carolina do Norte por George e
Wilson (1919) como Acanthela corrugata. Também foi denominada de Teichaxinella
morchella por Wiedenmayer (1977). Foi citada pela primeira vez como Axinella
corrugata por Alvarez e Crisp (1994), com confirmagdo do nome por Alvarez e
colaboradores (1998). Na costa litoranea brasileira a espécie foi registrada pela
primeira vez por Lerner (1996) como Teichaxinella corrugata, em amostras coletadas
em Santa Catarina. Em 1998, Muricy e Moraes registraram Axinella corrugata em

amostras coletadas na costa de Pernambuco.

28



Sua distribuicdo geogréfica vai da costa leste dos Estados Unidos (Carolina
do Norte a Fldrida), Golfo do México até ao sul do Caribe e Brasil, onde é
encontrada da costa do Para ao litoral de Santa Catarina (Alvarez; Soest; Rutzler,

1998; Lerner, 2001; Muricy; Hajdu, 2006).

A esponja Axinella corrugata apresenta cor laranja viva a vermelha e amarela
brilhante a laranja amarelada (figura 1.3a). Tem forma arbustiva, assimétrica, de 4 a
20 cm de altura por 5 a 30 cm de largura, lobada ou ramificada, com uma base
estreita e as vezes fixada com pedunculo em fundo arenoso, de 1 cm de diametro.
Possui superficie hispida, muito enrugada, com cristas irregulares e depressoes
verticais, horizontais ou desordenadas. Contém &sculos circulares e esparsos (figura
1.3b), membranosos e diminutos, de 1 a 2 mm de didmetro. E de consisténcia firme,
porém compressivel (Lerner, 1996; Alvarez; Soest; Rutzler, 1998; Lerner, 2001;
Muricy; Hajdu, 2006).

<
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k v

1.3a 1.3b

Figura 1.3: Esponja Axinella corrugata. Figura 1.3a — Esponja Axinella corrugata, foto in situ; Figura
1.3b — Detalhe das aberturas osculares (l). Fotos gentilmente cedidas por Cléa B. Lerner, Fundagao
Zoobotanica do RS.

By

Quanto a anatomia, a esponja apresenta esqueleto axial comprimido,
reticulado a confuso, com espiculas e envelopado em espongina. Esqueleto extra-
axial, plumorreticulado, com espiculas dispersas. As espiculas apresentam ampla
variagdo de tamanho e aspecto (algumas com forma de mama nas pontas), sem
localizagao funcional e dispersas. Compreendem estrongilos, 6xeas, estrongiloxeas,
estilos, subtilostilos e estildides (Lerner, 1996; Alvarez; Soest; Rutzler, 1998; Lerner,
2001; Muricy; Hajdu, 2006).
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Coloniza substrato rochoso e base de recifes de corais, sendo localizada de 2
a 71 metros de profundidade, as vezes na zona de transigdo entre rocha e areia, em
ambientes fotdfilos (ambientes de preferéncia iluminados). Na costa litoranea
brasileira € encontrada em aguas rasas, de 2 a 15 metros de profundidade, podendo
estar associada a algas calcareas do género Jania. No Brasil ja foi identificada na
llha da Galé (SC), llha do Arvoredo (SC), llha Jodo da Cunha (SC), Ilha Bela (SP),
Sao Sebastido (SP), Rio de Janeiro (RJ), Arraial do Cabo (RJ), Buzios (RJ),
Salvador (BA) e Tamandaré (PE) (Lerner, 1996; Alvarez; Soest; Rutzler, 1998;
Lerner, 2001; Muricy; Hajdu, 2006).

A esponja Axinella corrugata possui estrutura corporal fragil, sendo vulneravel
a predadores. Foi descrita na literatura a presenga de um metabdlito ativo nesta
espoja, a estevensina, um alcaléide pirrélico, encontrado na esponja a uma
concentracdo de 19 mg/mL de tecido. Em lugares com abundancia desta esponja
poucos peixes sao encontrados, 0 que sugere que este metabdlito seja a principal
arma de defesa contra peixes predatérios. Em laboratério, ja foi constatado que
peixes ndo se alimentaram com sedimentos contendo extratos organicos de Axinella
corrugata ou estevensina purificada a concentragdes maiores que 2,25 mg/mL
(Wilson et al., 1999). Além disso, estudos com cinco espécies de esponjas da familia
Axinellidae mostraram que seus extratos orgéanicos incorporados a sedimentos
também detiveram o consumo dos mesmos por parte de peixes, em laboratério
(Pawlik et al., 1995).

Rangel e colaboradores (2001) determinaram atividade citotoxica nos extratos
aquosos de Axinella corrugata frente a ovas de ourigo-do-mar, por bloqueio da
mitose. Em outro estudo, extratos aquosos de Axinella corrugata (100 ug/mL) foram
citotéxicos frente a leucdcitos polimorfonucleares de rato. Além disso, foi verificada
fraca atividade antibacteriana contra Micrococcus Iuteus na concentracdo de
2,5 mg/mL (Monks et al., 2002). Extratos aquosos (1 mg/mL) ainda demonstraram
atividade antiviral contra o virus da herpes HSV-1/KOS (ECso= 332 ug/mL) e contra
o adenovirus AdV-5 (ECsp= 400 ug/mL) (Silva et al., 2006).

Por outro lado, extratos organicos de Axinella corrugata foram citotdxicos
contra linhagens cancerosas de mama de humanos (MCF7) e de melanoma de

camundongo (B16). O processamento dos referidos extratos levou ao isolamento de
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dois derivados cumarinicos, o éster metilico do acido 4-esculetinocarboxilico e o
éster etilico do acido 4-esculetinocarboxilico, os primeiros derivados cumarinicos
isolados de uma esponja marinha. O éster etilico mostrou atividade in vitro contra a
replicagcdo do coronavirus SARS em células infectadas (ECso= 112 pM/L), bem
como, um inibidor da atividade da protease 3CL"™, necessaria a viruléncia (IDso= 46
MM/L) (Lira et al., 2007). Além disso, extratos organicos de Axinella corrugata foram
ativos contra bactérias de origem marinha (Vibrio alginolyticus, Deleya marina e
cepas de Bacillus sp.), produzindo zonas de inibicdo maiores que os da estevensina
purificada (testada nas concentragdes de 50 a 200 mg/mL), indicando fraca atividade
antibacteriana deste metabdlito, podendo, entdo, ndo ser o unico metabdlito
antibacteriano produzido pela esponja, ja que sua concentracdo média na mesma é
de 19 mg/mL de tecido. Os extratos testados estavam numa solugéo a concentragao

equivalente ao tecido original da esponja (Newbold et al., 1999).

O objetivo deste capitulo foi identificar a esponja marinha Axinella corrugata,
por meio de seus aspectos morfo-anatdmicos, utilizando microscopia eletrénica de
varredura, com fins de matéria-prima para o isolamento e caracterizagao de novas

lectinas, ndo descritas na literatura.
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.1 Materiais e Métodos

1.1.1 Matéria-prima:

A matéria-prima para este trabalho consistiu da esponja marinha Axinella
corrugata, coletada na costa sul do Brasil, em Santa Catarina, na llha do Arvoredo
(Engenho), fora da area da Reserva Biologica Marinha do Arvoredo, em 17/02/2004,
com um fragmento depositado junto ao Museu de Ciéncias Naturais da Fundagao
Zoobotéanica do RS sob numero MCN 7832.

Apds a coleta, o material foi lavado exaustivamente com agua marinha e

armazenado em etanol 70 °GL até o seu processamento.

1.1.2 Produtos, reagentes quimicos e equipamentos:

Os equipamentos mais importantes para a realizagao desse trabalho foram:

Equipamento de ponto critico CPD 030 Critical Point Dryer - Baltec (Balzers,
Liechtenstein).

Equipamento de metalizagdo SCD 050 Sputter Coater - Baltec (Balzers,
Liechtenstein).

Microscopio eletrénico de varredura JSM 6060 - Jeol (Téquio, Japao).

Todos os reagentes utilizados foram de grau analitico.

Todas as solugbes foram preparadas com agua destilada purificada no
sistema Milli-Q Plus, Millipore (Bedford, MA, EUA), denominada como agua, neste

trabalho.
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1.1.3 Caracterizagao por microscopia eletronica de varredura
1.1.3.1 Fixacao e desidratagao do material:

Imediatamente apos a coleta, a esponja foi fixada em etanol 70 °GL e mantida

a 4 °C até o momento do uso.

Segdes de 1 cm x 1 cm x 1 cm da esponja foram desidratadas em série etilica
ascendente de 80, 90 e 96 °GL, com uma hora de contato em cada solugéo. Apos a

desidratacdo, o material foi processado para microscopia eletronica de varredura.

1.1.3.2 Processamento do material para MEV:

As segbes da esponja, previamente fixadas e desidratadas, foram repassadas
para acetona. O material foi, entdo, aderido a suporte de aluminio, com o auxilio de
fita dupla face de grafite, e levado para aparelho de ponto critico, onde a
temperatura foi baixada até 4 °C, com 10 passagens do material em CO,, para a
retirada gradual da acetona. Em seguida, foi realizada metalizagédo das pegas com
uma fina camada de ouro, de 20 nm de cobertura, em 40 mA, por 1 min, através do

sistema sputten, marca Balzers SCD 050.

As imagens foram obtidas no Centro de Microscopia Eletronica da UFRGS em
microscopio eletrdnico de varredura Jeol JSM 6060, sob 20 kvolts e registradas em

microfotografias.
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Resultados e Discussao

As imagens obtidas em microscopia eletronica de varredura, conforme figuras
1.4 e 1.5, mostraram que a esponja Axinella corrugata possui superficie irregular,

com depressodes verticais, horizontais ou desordenadas.

Além disso, como pode ser verificado nas figuras 1.5 e 1.6, as espiculas

apresentam ampla variagdo de aspecto e de dispersdo ao longo do esqueleto da

esponja.

ZB kL

Figura 1.4: Aspecto da superficie de Axinella corrugata ao MEV, evidenciando a presenga de
espiculas (1).
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ZB kL

Figura 1.5: Aspecto geral da superficie de Axinella corrugata ao MEV, evidenciando a ampla variagéo
na dispersao das espiculas.

Figura 1.6: Aspecto geral do esqueleto de Axinella corrugata ao MEV. 1- conjunto de escleras do tipo
estilos.
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Espiculas em forma de mama sdo uma caracteristica do género Axinella
(figura 1.6). A figura 1.7 mostra um diagrama das varias formas das espiculas da

esponja em estudo, em conformidade com os resultados obtidos por MEV.

Figura 1.7: Diagrama de algumas das diferentes formas das espiculas de Axinella corrugata,
denominadas de estréngilos (a), 6xeas (b) e estilos (c) (Alvarez; Soest; Rutzler, 1998; Muricy; Hajdu,
2006).

Segundo a figura acima, as espiculas denominadas de estréngilos (a)
possuem as duas extremidades arredondadas, as Oxeas (b) tém ambas as
extremidades pontiagudas, enquanto que os estilos (c) apresentam uma

extremidade arredondada e outra pontiaguda.
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Estudos realizados por Lerner (1996), que classificou a esponja Axinella
corrugata no Brasil pela primeira vez, revelaram que na costa brasileira essa
esponja caracteriza-se por apresentar espiculas do tipo estrongiloxeas, éxeas e

estilos, ndo possuindo estréngilos (figura 1.8).

Figura 1.8: Foto do conjunto espicular do esqueleto de Axinella corrugata ao MEV. 1- estilos

(X5); 2- 6xeas (X10). Fotos gentilmente cedidas por Cléa B. Lerner, Fundagéo Zoobotanica do RS.

Os resultados obtidos no presente trabalho estdo de acordo com as
caracteristicas da esponja marinha Axinella corrugata, classificada e caracterizada
por Lerner (1996), assim como em estudos de diagnose realizados com amostras
dessa esponja coletadas na costa leste dos Estados Unidos e do México (Alvarez;
Soest; Rutzler, 1998).
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Capitulo Il
Purificagao, caracterizagao fisico-quimica e quimica da(s)

lectina(s) ACL-l e ACL-ll de Axinella corrugata

Introducgao

O interesse nas lectinas aumentou consideravelmente quando se constatou
que elas sao ferramentas importantes para a deteccao, isolamento e caracterizagao
de glicoconjugados, para a histoquimica de células e tecidos e para a investigacao
de mudangas que ocorrem na superficie celular durante processos fisiolégicos e
patoldgicos, da diferenciagao celular ao cancer (Sharon; Lis, 2004; Monzo; Bonn;
Guttman, 2007; Sharon, 2007).

A habilidade das lectinas de ligarem-se a carboidratos de forma especifica e
reversivel permite 0 seu uso ndo sO para o isolamento e caracterizagdo de
compostos contendo carboidratros e para o fracionamento celular, mas inclusive a
sua propria purificagdo em cromatografia de afinidade. Os métodos empregados
para o isolamento e purificacdo de lectinas envolvem o uso de técnicas
cromatograficas baseadas principalmente em processos de gel permeacgao
molecular, de troca idnica e de cromatografia de afinidade (Belitz; Weder, 1990). Os
trés maiores tipos de adsorventes bioespecificos descritos para a purificagao de
lectinas por cromatografia de afinidade sdo: polissacarideos, nativos ou modificados,
glicoproteinas ou glicopeptideos ligados a uma matriz insoluvel e ainda mono ou
dissacarideos ligados a uma matriz, sendo estes ultimos os mais abundantes. Além
disso, na purificacdo de lectinas sdo usadas membranas de eritrécitos incorporadas

a géis de poliacrilamida ou suspensos em matriz de Sephadex. A principio, este



método de purificacdo nao é diferente dos que usam outros biopolimeros com sitios
de ligacao especificos, mas é geralmente muito mais simples. Isto decorre do fato
que as lectinas ndo provocam modificacao dos compostos com os quais se ligam e a
interacdo nao é muito forte, podendo as mesmas ser rapidamente desligadas pelos
carboidratos com os quais tém especificidade ou ainda por variacdo do pH e da
osmolaridade do meio, além do aumento da temperatura. O conhecimento do tipo de
carboidrato para o qual a lectina apresenta afinidade permite a escolha do
procedimento de purificacdo mais apropriado. Contudo, a maioria dos adsorventes
também se ligam a glicosidases. Como tais enzimas sao frequentemente presentes
em materiais biologicos de origem vegetal ou animal, as lectinas purificadas podem
ser contaminadas por tais enzimas (Lis; Sharon, 1981; Genaud et al., 1982;
Hernandez et al., 1993).

Ha uma grande diversidade na organizacdo estrutural das lectinas, com um
numero de subunidades variavel por molécula, associadas via pontes de hidrogénio,
interacdes hidrofdbicas e pontes de dissulfeto, principalmente (Kennedy et al., 1995).
De forma geral, cada subunidade de uma mesma lectina apresenta a mesma
especificidade e os sitios de ligacao a carboidrato sdo equivalentes. Além disso,
normalmente ha um sitio de ligagao por subunidade. Mas ha exceg¢des, como a
lectina WGA que apresenta duas subunidades, mas quatro sitios de ligacédo a
carboidratos. Ainda, a lectina LAA (aglutinina de Lycoris aurea) € homotetramérica
com quatro sitios por monémero (Sharon; Lis, 1989; Carvalho, 1990; Liu et al.,
2007).

Ha também a existéncia de formas moleculares multiplas de lectinas que
apresentam atividades bioldgicas similares e possuem pequenas diferengas em
suas propriedades quimicas (sequéncia de aminoacidos, estrutura tridimensional ou
alteragbes nas cadeias laterais de carboidratos presentes em grande numero de
lectinas). As formas moleculares multiplas resultam em mobilidades eletroforéticas
caracteristicamente distintas. Elas se originam in vivo por modificagbes pos-tradugao
de natureza covalente e ndo covalente, por serem produtos de genes estritamente
relacionados e por variantes do meio, como pH, por exemplo. Entretanto, as formas
moleculares multiplas podem surgir também como artefatos durante migracoes
eletroforéticas ou, entdo, durante/antes do processo de isolamento. Um exemplo de

artefato é decorrente da hidrdélise do grupo amida da glutamina ou asparagina das
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cadeias laterais da proteina (Sharon; Lis, 1972; Carvalho, 1990; Kennedy et al.,
1995; Calvete et al., 1999).

Muitas lectinas das plantas leguminosas apresentam estruturas dependentes
do pH. Lectinas de plantas pertencentes a subtribo Diocleinae exibem um equilibrio
na forma dimero-tetramero dependente de pH, onde apenas o tetrAmero é capaz de
se ligar aos receptores da membrana celular. Podem-se citar as lectinas de Cratylia
floribunda, Dioclea virgata e Dioclea rostrata que formam tetrédmeros a um pH igual
ou superior a 6,5. As lectinas de Dioclea grandiflora e Dioclea violacea comportam-
se como proteinas tetraméricas a pH igual ou superior a 4,5. Ja as lectinas de
Dioclea guianensis e Canavalia bonaerensis apresentam um equilibrio dimero-

tetramero até em pH elevados (Calvete et al., 1999).

A lectina de Vatairea macrocarpa nao apresenta variacdo na sua massa
molecular numa faixa de pH de 2,5 a 8,5 (Calvete et al., 1998). Ao pH fisiologico, as
lectinas do amendoim (Arachis hypogaea) e da soja (Glycine Max) séo dimeros de
um dimero. A lectina ConBr (Canavalia brasiliensis) é uma mistura de dimeros e
tetrameros a pH 8,5, muito diferente da Concanavalina A (Canavalia ensiformis) que
€ um dimero a pH 5 e um dimero de um dimero acima de pH 7 (Grangeiro et al.,
1997).

O objetivo deste capitulo foi propor um protocolo de purificagdo, bem como,
realizar a caracterizagao fisico-quimica das lectinas ACL-l e ACL-Il e quimica da

lectina ACL-I extraidas da esponja Axinella corrugata.
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II.1 Materiais e Métodos

11.1.1 Matéria-prima:

A matéria-prima para este trabalho consistiu da esponja marinha Axinella
corrugata, coletada na costa sul do Brasil, em Santa Catarina, na llha do Arvoredo
(Engenho), fora da area da Reserva Biologica Marinha do Arvoredo, em 12/03/2002,
com um fragmento depositado junto ao Museu de Ciéncias Naturais da Fundagao
Zoobotéanica do RS sob numero MCN 6296.

Apods a coleta, as esponjas foram lavadas exaustivamente com agua marinha

e armazenadas a -18 °C até o seu processamento.

11.1.2 Animais:

Os coelhos, com fins de obtencgao de eritrécitos, foram da raga Nova Zelandia.
Os animais foram mantidos junto ao Biotério da Faculdade de Farmacia da UFRGS
ao longo da realizagéo deste trabalho, a temperatura em torno de 25 °C e com ciclo
de luzde 12 h.

11.1.3 Eritrocitos:

As amostras de sangue de coelho foram obtidas por pungao venosa da orelha
do animal e coletadas sobre EDTA 0,2 M em PBS, sendo armazenadas sob
refrigeragdo a 4 °C. Apos centrifugagdo e retirada do plasma, os eritrocitos foram
lavados 3X com PBS. A desinfeccdo do material utilizado foi feita por exposicao a
solugéo de hipoclorito de sodio a 0,1% por 20 min (Couto; Pedrosa; Nogueira, 1999;
Brasil, 2004b; Brasil, 2005).
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11.1.4 Produtos, reagentes quimicos e equipamentos:

A seguir esta relacionada a procedéncia das matérias-primas e equipamentos
mais importantes para a realizacido desse trabalho:

Anfélitos carreadores, CHAPS e azul de bromofenol - Pharmacia (Uppsala,
Suiga).

Acrilamida, N,N’-metilenobisacrilamida, glicina e Immobiline Drystrip (pH 3-10)
-Amersham (Uppsala, Suica).

Tris - USB (Cleveland, OH, EUA).

SDS (Dodecil sulfato de sodio) e TEMED (N,N,N,N-tetrametil-1,2-
diaminometano) - INLAB (S&o Paulo, SP, Brasil).

APS (persulfato de aménio) - Serva (Heidelberg, Alemanha).

B-mercaptoetanol - Calbiochem (San Diego, CA, EUA).

DTT (ditiotreitol) - Fluka (Buchs, Suiga).

Ultrogel AcA 44 - LKB (Villeneuve-la-Garenne, Franga).

Bio Gel P-150 - Bio-Rad (Hercules, CA, EUA).

PMSF (fenilmetilsulfonilfluoreto), Coomassie brilliant blue R 250, Coomassie
brilliant blue G 250, azul de dextrano, albumina bovina cristalina fracédo V (BSA),
quimotripsina, tripsina, carboidratos - Sigma (St. Louis, MO, EUA).

Padrées de proteinas Sigma (St. Louis, MO, EUA), Amersham (Uppsala,
Suiga), Invitrogen (Carlsbad, CA, EUA) ou GE Healthcare (Chalfont St. Giles,
Buckinghamshire, Inglaterra).

Sistema modular de eletroforese - BioAgency (Miami, EUA).

Sistema modular de eletroforese NUPAGE® Novex - Invitrogen (Carlsbad,
EUA).

Microcentrifuga Eppendorf Spin IE - Bioanalytical Systems (West Lafayette,
EUA).

Centrifuga clinica modelo Excelsa 4 - Fanem (Sao Paulo, Brasil).

Densitdbmetro Shimadzu CS 9301PC - Shimadzu (Kioto, Japao).

Liofilizador modular Modulyo 4 K - Edwards (Crawley, Inglaterra).

Espectrofotdmetro DU® 640 - Beckman (Palo Alto, EUA).

Espectrofotébmetro 8452 A - Hewlett Packard (Palo Alto, EUA).

Speed-vac modelo Univapo 100 H - UniEquip (Minchen, Alemanha).

Fonte de eletroforese - Labof (Budapeste, Hungria).
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LKB Multiphor II - Pharmacia (Uppsala, Suica).

FPLC System - Pharmacia (Uppsala, Suicga).

HPLC - Waters (Medford, EUA).

Coluna C4g Pico-Tag - Waters (Medford, EUA).

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

Todas as solugbes foram preparadas com agua destilada purificada no
sistema Milli-Q Plus, Millipore (Bedford, MA, EUA).

1.1.5 Preparagao dos extratos brutos:

Para a extragdo das proteinas, a esponja congelada foi triturada e macerada
em gral com agua durante 30 min a 20 °C. A solugdo obtida foi filtrada através de
papel de filiro e mantida a 0 °C. O sedimento foi reextraido com agua nas mesmas
condicbes experimentais anteriores, até o sobrenadante nao apresentar mais
atividade hemaglutinante. Os filtrados aquosos resultantes foram reunidos,

liofilizados e estocados a -18 °C até o momento do uso.

11.1.6 Determinagao da concentragao de proteinas:

A concentragdo de proteinas foi determinada pelo método de Lowry et al.
(1951), utilizando albumina bovina fragdo V, Sigma, como padrdo. O método esta
baseado na medida em espectrofotbmetro a 750 nm da cor desenvolvida pelo
complexo formado entre o cobre e as ligagdes peptidicas da proteina, seguido da
redugdo do reagente de Folin-Ciocalteu pelas tirosinas presentes no complexo

corado, levando a intensificagao de coloracéo.

11.1.7 Determinagao da atividade hemaglutinante:

Os testes de hemaglutinagdo foram realizados conforme o método da dupla
diluigao serial em placas de microtitulagdo (Matsumoto; Osawa, 1970), usando 25 pL
de solucao de lectina diluida em PBS, adicionando-se a mesma 25 L de eritrécitos

nativos de coelho a 2 % em PBS. A leitura da aglutinagao foi feita a olho nu apés
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duas horas de incubagao. A atividade hemaglutinante foi expressa em unidades
hemaglutinantes por mL (UH/mL) e definida como o inverso do titulo, com o uso de
um volume de 25 pL de solugédo de lectina em cada pogo e as unidades calculadas
para 1 mL, de acordo com Kilpatrick e Yeomann (1978). O titulo foi considerado a
maior diluicdo da lectina, capaz de produzir aglutinagao visivel. Atividade especifica
foi definida como a atividade correspondente as unidades hemaglutinantes por mg
de proteina.
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1.2 Métodos de Purificagao das Lectinas

1.2.1 Preparagao dos extratos tamponados:

O extrato bruto liofilizado foi pesado (300 mg) e ressuspenso em até 2 mL
com tampéao fosfato-salino - pH 7,2 (PBS - Na,HPO4 10 mM, KH,PO4 3 mM e NaCl
136 mM, contendo NaN3; 20 mg/L). Em seguida, o material foi centrifugado a 11000
rom por 10 min, em microcentrifuga Eppendorf. O sobrenadante foi coletado e

submetido a purificagdo em coluna de afinidade de matriz de estroma-poliacrilamida.

1.2.2 Cromatografia de afinidade em gel de estroma de eritrocitos de

coelho-poliacrilamida:

O extrato protéico foi passado em coluna de afinidade com matriz de estroma
de eritrécitos de coelho-poliacrilamida, com dimensdes de 3,0 x 9,0 cm, conforme
Bétail et al. (1975).

Na obtengao dos estromas, o sangue de coelho foi preparado conforme item
11.1.3 e lavado mais 3 vezes com NaCl a 0,9 %, do mesmo modo que anteriormente
com PBS. Os eritrocitos foram entdo adicionados a uma solucdo aquosa de acido
acético 0,0004 %, na proporcao de 2:8 (v/v) e incubados por 18 h a 4 °C, sob lenta
agitacdo. O material foi centrifugado a 3000 rpm, a temperatura ambiente, e o
sedimento lavado seqliencialmente com acido acético 1 mM em pH 5; PBS e NaCl a
0,9 %. O material suspenso em NaCl a 0,9 % foi incubado a 100 °C por 1 h. Para a
preparagao da matriz cromatografica, os estromas foram incorporados em solugao
contendo acrilamida a 11,54 %, bis-acrilamida a 0,62 %, APS a 1,44 % e TEMED a
1,44 %, na proporgao de 1:1 (p/v). Apos polimerizagao, o gel obtido foi finamente

seccionado por extrusdo, para a formagao da matriz cromatografica.

Na preparacao da coluna de matriz de estroma-poliacrilamida, a mesma foi
lavada com PBS, seguida de solugao NaCl 0,154 M:NH4OH 23 % (1:0,006; v/v). Por
fim, foi equilibrada com PBS. Apo6s aplicacdo da amostra protéica na coluna, a

coluna foi lavada exaustivamente com PBS até a obtencao de absorvancia menor
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que 0,010 a 280 nm e auséncia de atividade hemaglutinante. A fragcao protéica retida
na matriz foi eluida com uma solugao NaCl 0,154 M:NH;OH 23 % (1:0,006; v/v),
sendo a coluna regenerada com PBS até obtengcdo de pH 7. O material protéico
eluido da coluna foi monitorado pela medida da absorvancia a 280 nm. A presencga
de lectinas nas fracbes coletadas foi verificada pela determinacdo da atividade
hemaglutinante.

A fracao ativa eluida da coluna foi submetida a um processo de dialise contra
agua, com agitagéo, a 4 °C e troca de agua a cada 2 h, por 4 vezes consecutivas. O
dialisado foi centrifugado durante 10 min, a 3.000 rpom em centrifuga clinica e o
sobrenadante concentrado a vacuo (speed-vac). O material resultante foi

armazenado a —18 °C até o momento de uso.

1.2.3 Cromatografia de gel filtragao:

O material obtido na coluna de afinidade de matriz de estroma-poliacrilamida
foi submetido a cromatografia de gel filtracdo em coluna de Ultrogel — AcA 44, de
1,65 cm x 75 cm, previamente lavada e equilibrada com PBS. ACL-I foi eluida com
PBS, até a obtengao de absorvancia menor que 0,010 nm, a 280 nm e auséncia de
atividade hemaglutinante. ACL-Il, fortemente ligada na matriz cromatografica, foi
eluida com agua até que as fragbes coletadas ndo apresentassem mais atividade
hemaglutinante. As fragdes lectinicas foram dialisadas de forma independente contra
agua e concentradas a vacuo (speed-vac), sendo armazenadas a —18 °C até o

momento de uso.

A pureza do material obtido foi monitorada por eletroforese em gel de
poliacrilamida, em condigdes nativas (PAGE) e em condi¢des desnaturantes e
redutoras (SDS-PAGE), segundo Laemmli (1970).
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1.2.4 Eletroforese em gel de poliacrilamida:
1.2.4.1 Eletroforese em condi¢6es desnaturantes (SDS-PAGE):

A eletroforese em gel de poliacrilamida, usando-se sistema SDS-PAGE
descontinuo, foi desenvolvida segundo o método de Laemmli (1970). O gel de
entrada foi constituido de poliacrilamida a 5 % em solugdo tampao Tris-HCI 0,125
M, pH 6,8 e o gel de resolugdo (ou de separagao) de poliacrilamida a 11 % em
solugao tampao Tris-HCI 0,375 M, pH 8,8.

As amostras lectinicas de ACL-l (15 ou 20 pg) foram aplicadas no gel de
entrada em solugdo tampao constituida de Tris-HCI, 0,0625 M, pH 6,8, contendo
glicerol a 10 %, azul de bromofenol a 0,001 %, SDS a 2 % e B-mercaptoetanol a
5 %. Antes da aplicacdo das amostras protéicas no gel, as mesmas foram ou nao

submetidas a banho de agua a 100 °C.

Inicialmente, as amostras foram submetidas a corrente de 15 mA aumentada
para 20 mA apds a entrada das proteinas no gel de resolugdo. A diferenga de
potencial foi de 60 V durante 2 h e em seguida de 100 V, a temperatura de 20 +
1 °C. O tampao de cuba eletroforética foi constituido de solugdo tampao Tris-HCI
0,025 M, pH 8,3, contendo glicina 0,192 M e SDS a 0,1 %.

Apds o desenvolvimento eletroforético, o gel foi corado com solugéo de
Coomassie brilliant blue R 250 a 0,2 % em acido acético:metanol:agua (10:50:40)
(v/viv) durante 2 h, a temperatura ambiente de 20 + 1 °C. O excesso de corante foi

removido do gel com solugdo contendo acido acético:metanol:agua (9:22:69) (v/v/v).

11.2.4.2 Eletroforese nativa (PAGE):

A eletroforese das proteinas nativas em gel de poliacrilamida (PAGE) a 11 %

foi realizada em meio alcalino (pH 9,2).

A eletroforese em pH alcalino foi conduzida como descrito anteriormente,
porém todos os agentes redutores e desnaturantes foram substituidos por agua e as

amostras nao foram desnaturadas pelo calor. As amostras lectinicas de ACL-I e de
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ACL-II (20 pg) foram diluidas no mesmo tampé&o de preparagéo do gel, contendo

ainda glicerol a 10 % e azul de bromofenol a 0,001 %.
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1.3 Caracterizagao fisico-quimica e quimica

11.3.1 Estimacao da massa molecular relativa de ACL-l e de ACL-II:

As massas moleculares relativas (Mr) de ACL-l e de ACL-Il foram estimadas
por eletroforese em sistema SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 11 % e por

cromatografia em gel filtragéo.

No que se refere a eletroforese, a Mr das lectinas foi estimada sem
desnaturagdo prévia pelo calor e na auséncia de condigbes redutoras ([-
mercaptoetanol). Os padrdes de referéncia de massa molecular na faixa de 6 a 98
kDa foram: fosforilase B , albumina bovina, glutamico desidrogenase, ovalbumina,
alcool desidrogenase, anidrase carbénica, tripsinogénio, inibidor de tripsina, -

lactoglobulina, a-lactoalbumina, lisozima, citocromo C e aprotinina.

A estimacgao da Mr das lectinas foi realizada também por meio de gel filtragao
em sistema FPLC usando uma coluna Superose 12 HR (30 x 1 cm), previamente
equilibrada com PBS contendo GIcNAc 0,2 M. ACL-I e ACL-II (50 ug) foram diluidas
em 200 pl e eluidas com PBS contendo GIcNAc 0,2 M, do mesmo modo que 0s
padroes de referéncia (ribonuclease A, anidrase carbdnica, ovalbumina e

conalbumina). O volume morto da coluna foi determinado com azul de dextrano.

11.3.2 Efeito da temperatura sobre a estabilidade de ACL-l e de ACL-II:

Solugdes lectinicas de ACL-l e de ACL-II foram colocadas, respectivamente,
em tubos Eppendorf graduados e submetidas a temperaturas de 0 °C a 100 °C,
mediante aquecimento em banho de agua durante 10 e 30 min. A seguir, os tubos
foram resfriados em banho de gelo e o volume reconstituido com tampao PBS, caso
tivesse havido perda de liquido por evaporagao. A atividade hemaglutinante foi entdo
avaliada pelo método da dupla diluicdo serial. Quando necessario, os tubos foram
centrifugados a 11000 rpm por 10 min, a temperatura ambiente, com a finalidade de

eliminar eventuais precipitados formados durante o aquecimento.
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11.3.3 Efeito do pH sobre a hemaglutinagao de ACL-I:

Solugbes lectinicas de ACL-I, em solugcdo de NaCl a 0,154 M, foram
incubadas em solugbes tampdes na faixa de pH de 2 a 11, contendo NaCl 0,154 M,
durante 60 min a 20 °C. Em seguida, foi determinada a atividade hemaglutinante dos
incubados em placas de microtitulacdo, diluindo-se as solucdes lectinicas assim
tratadas com solugédo tampao de pH idéntico. A hemaglutinagao foi verificada com o

uso de eritrocitos nativos de coelho a 2 % em NaCl a 0,154 M.

11.3.4 Efeito do pH sobre a estabilidade de ACL-l e de ACL-II:

Solucdes lectinicas de ACL-l e de ACL-Il, em solucdo de NaCl a 0,154 M,
foram incubadas, respectivamente, em solugcdes tampdes na faixa de pH de 2 a 11,
contendo NaCl 0,154 M, durante 60 min a 20 °C. Em seguida, foi determinada a
atividade hemaglutinante dos incubados em placas de microtitulagao, diluindo-se as
solugdes lectinicas assim tratadas em PBS. A hemaglutinagao foi verificada com o
uso de eritrocitos nativos de coelho a 2 % em PBS.

11.3.5 Determinagao do efeito de cations divalentes e do EDTA sobre a
atividade hemaglutinante de ACL-l e de ACL-II:

Foi determinado o efeito de cations divalentes (cloreto de calcio, sulfato de
magnésio e sulfato de manganés numa concentragado final de 40 mM) sobre a
atividade hemaglutinante de ACL-l e de ACL-Il, usando-se EDTA como agente
quelante, conforme Pajic et al. (2002). Sobre as solugdes lectinicas dialisadas contra
agua foi adicionada solugao de EDTA dissddico até uma concentragao final de 5 ou
25 mM. Apos incubagdo de 30 min a 20 °C, foi determinada a atividade
hemaglutinante em placas de microtitulagdo, mediante o emprego de eritrécitos
nativos de coelho a 2 %. O efeito de cations divalentes foi verificado adicionando-se
as amostras, previamente incubadas com EDTA 5 ou 25 mM, solugéo de cloreto de
calcio, sulfato de magnésio e sulfato de manganés numa concentragédo final de
40 mM, sendo, entdo, conduzido novamente o teste da atividade hemaglutinante em

placas de microtitulagdo, com eritrocitos nativos de coelho a 2 %. Foi testado
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simultaneamente um controle com solugdo de lectina sem EDTA e sem cations
divalentes. Os dados foram registrados como média de trés experimentos

independentes.

11.3.6 Efeito de agentes desnaturantes e redutores sobre ACL-I:

ACL-I foi incubada 30 min a temperatura ambiente em PBS contendo DTT ou
B-mercaptoetanol a 2,5 e 5,0 mM, ou em PBS contendo uréia a 4 M, ao abrigo da
luz. ApoOs este periodo, a atividade lectinica foi avaliada pelo método de dupla
diluigdo serial em placas de microtitulagdo, empregando-se eritrécitos nativos de

coelho a 2 %.

Como controle positivo foi utilizada uma solugédo lectinica sem agentes
redutores/desnaturantes e como controle negativo uma solugdo de PBS contendo
agentes redutores/desnaturantes. Os dados foram representados como média de

trés experimentos independentes.

11.3.7 Espectro de absorcao de ACL-I:

O espectro de absorcdo de ACL-l foi determinado em espectrofotdmetro
Hewlett Packard (HP), na faixa de comprimento de onda de 200 a 400 nm. A lectina

foi dissolvida em agua (25 pug/mL), empregando-se agua como referéncia.

11.3.8 Coeficiente de extingdao de ACL-I:

O coeficiente de extingdo de ACL-I foi obtido pela leitura da absorvancia da
solugéo lectinica em espectrofotdmetro HP a 280 nm. A lectina foi previamente
diluida em NaCl 0,154 M (25 pg/mL), empregando-se NaCl 0,154 M como

referéncia.
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11.3.9 Determinagao do ponto isoelétrico de ACL-I:

A determinacdo do ponto isoelétrico de ACL-I foi realizada por focalizagao
isoelétrica segundo Westermeier (1997). A lectina foi ressuspensa em solugao
contendo uréia 8 M, CHAPS a 2 %, azul de bromofenol a 0,002 %, DTT 0,1 M e
anfélitos carreadores a 0,5 %, na propor¢gdo de 2:18 (p/v). As amostras
ressuspensas nesta solugdo foram colocadas em contato com gel de poliacrilamida
a 5 %, com 11 cm de comprimento e 5 mm de largura e gradiente de pH imobilizado

(3-10 distribuidos uniformemente), por um periodo de 10 h, para hidratagdo do gel.

A migracéo eletroforética nos primeiros 30 min foi conduzida com uma integral
Vh (voltagem/hora) de 150 Vh. Nas 5 horas seguintes a integral utilizada foi de
15000 Vh, a 20 °C. Ap6s a migragao eletroforética os géis foram corados, por 10 h,
em Coomassie brilliant blue G 250 a 0,079 %, em solugdo contendo agua:acido
sulfarico 1 M:NaOH 10 M:TCA (&cido tricloroacético) a 100 % (25:25:5,5:7,75)
(v/viviv), sendo que os dois ultimos produtos foram adicionados apoés 3 h de

agitacao constante. O excesso de corante foi retirado com agua.

11.3.10 Estabilidade de ACL-I frente a enzimas proteoliticas:

Amostras de ACL-I (50 pg) foram incubadas, respectivamente, com solugao
de tripsina 1 mg/mL em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, por 3 h e com quimotripsina 1 mg/mL
em Tris-HCI 0,1 M, pH 8,0, por 3 h a 37 °C, em quantidade equivalente a 50 ug de

enzima, conforme o método de Rios et al. (1996) modificado.

Apos este periodo, foi acrescentado no ensaio da tripsina e da quimotripsina
uma solugdo de PMSF em etanol (1 mg/mL), diluido em tamp&o Tris-HCI 0,1 M, pH

8,0 na proporcéao de 3:1, para interromper a reacao enzimatica.

Em seguida foi acertada a isotonicidade das solugbes com PBS 10X. A
estabilidade lectinica frente a enzimas proteoliticas foi entdo testada em termos de
atividade hemaglutinante pelo método da dupla diluicdo serial em placas de

microtitulagdo com emprego de eritrécitos nativos de coelho a 2 % em PBS.
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Como controles do experimento foram utilizadas uma solugao lectinica em
agua e uma solucdo lectinica contendo as solugdes empregadas no ensaio,
excetuadas as enzimas digestivas. Os dados foram representados como média de

trés experimentos independentes.

11.3.11 Verificagao da natureza glicoprotéica de ACL-I:

Foi empregado o método de Dubois et al. (1956) que esta baseado na medida
da intensidade de cor, lida a 490 nm em espectrofotdmetro, resultante da reagéo dos
carboidratos neutros, ligados a proteina, com &cido sulfurico concentrado e fenol a

4 %. Como padrao foi utilizada solugédo de D-glicose.

A solugéo lectinica foi previamente cromatografada em coluna de BioGel P-
150, com o objetivo de eliminar possiveis contaminantes glicidicos oriundos dos

processos cromatograficos anteriores.

11.3.12 Analise de aminoacidos de ACL-I:

A analise dos aminoacidos constituintes de ACL-I foi realizada pelo método da
feniltiocarbonil (PTC), conforme Atherton (1989) e Bidlingmeyer, Cohen e Tarvin
(1984) no Centro de Quimica de Proteinas da Faculdade de Medicina de Ribeirao

Preto, Sao Paulo.

A hidrolise de 10 ug de lectina foi efetuada em tubos de borosilicato,
previamente pirolisados a 350 °C e acondicionados em frasco de hidrélise. Foram
adicionados a lectina 30 puL de solugédo de HCI 6 N bidestilado:fenol a 0,1 % (v/p). Os
frascos de hidrélise foram fechados, congelados e submetidos a vacuo, com vapores
de nitrogénio, até que todo o oxigénio foi eliminado dos mesmos. Apds atingirem a
temperatura ambiente, os frascos foram colocados em mufla e incubados por 48 h, a

110 °C. O excesso do reagente foi removido em speed-vac, a 50 °C, por 30 min.

O residuo resultante da hidrolise foi alcalinizado com 20 uL de solugao
contendo metanol:agua:trietilamina (2:2:1) e conduzido ao speed-vac, a 50 °C, por

15 min. Para a derivatizagdao foram adicionados 20 uL de solugdo contendo
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metanol:agua:trietilamina:fenilisotiocianato (7:1:1:1), com incubacdo de 20 min e
novamente concentrado em speed-vac, por 1 h, a temperatura de 20 + 1 °C. O
procedimento de derivatizacdo também foi realizado com o pool de padrdes de

aminoacidos, usando-se 20 uL de uma solugéo contendo 125 nmol/mL.

A separacdo dos derivados PTC-aa, para a quantificagdo dos mesmos, foi
realizada em HPLC, com sistema de bombas binarias e coluna de fase reversa Cys
Pico-Tag Waters (3,9 A° x 150 mm). A cromatografia foi desenvolvida a 38 + 1 °C,
com o emprego de detector de UV com comprimento de onda de 254 nm e célula de
fluxo continuo de 10 pL. Na fase movel foi usada uma mistura binaria de solventes,
onde o solvente A foi uma solugao de acetato de sddio 0,14 M: trietilamina a 0,06 %,
pH 5,7 e o solvente B uma mistura de acetronitrila:agua (60:40) (v/v), com gradiente

crescente de acetonitrila (tabela 2.1) e fluxo de 1 mL/min.

Tabela 2.1: Gradiente de separagdo para a eluigdo dos feniltiocarbonil-aminoacidos

Tempo Solvente B Fluxo
(min) (%) (mL/min)
0,0 10 1,0
2,2 15 1,0
2,5 17 1,0
3,0 21 1,0
55 26 1,0
6,0 35 1,0
6,5 36 1,0
8,0 42 1,0
10,0 54 1,0
11,5 100 1,0
12,0 100 1,0
12,3 100 1,5
16,5 100 1,5
17,0 100 1,0
17,5 10,0 1,0
27,5 10,0 1,0

A coluna foi equilibrada por 10 min com 5 % do solvente B e para limpeza foi
usado 100 % do solvente B. As amostras (pool de padrdes de aminoacidos e lectina)
foram ressuspensas em 500 uL de uma solugéo contendo acetonitrila a 5 %, acetato
de sédio 0,14 M e trietilamina a 0,06 %, pH 7,5. Apenas 20 uL foram injetados na
coluna, de forma que o volume aplicado do pool de padrbes de aminoacidos
continha 100 pmol de cada aminoacido.
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A quantificagado dos PTC-aa foi baseada na area de cada pico de aminoacido,
tomando como referéncia a area do pico do padrdo de cada aminoacido, com
concentracdo conhecida e derivatizado nas mesmas condicbes que a amostra. A
hidrolise e todo o processo foram realizados em duplicata, com coeficiente de

variagao < a 10 %. O croméforo é detectado a partir de 1 picomol.

Os residuos de triptofanos foram determinados conforme Edelhoch (1967).
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Resultados

Purificacao

O extrato liofilizado da esponja Axinella corrugata foi ressuspenso em PBS e
aplicado em coluna de matriz de estroma-poliacrilamida equilibrada com PBS,
obtendo-se o perfil cromatografico abaixo, mostrando a separagdo de dois picos
(figura 2.1). O pico P4 foi eluido com PBS e corresponde ao material ndo retido pela
coluna, e o pico P,, ao retido pela coluna e com atividade hemaglutinante, que foi
desligado da matriz com solugao de NaCl 0,154 M:NH4OH 23 % (1:0,006; v/v).

P>

25, Py + 1400
5 | 11200
% + 1000
§ 1,51 1800 E
o] | NaCl 0,154 M: NH,OH 1600 T
@ 1 4 )
2 23 % (1:0,006; v:v) L 400
0,5
, + 200
0 - 0
0 50 100 150 200 250
Volume (mL)

—m— absorvancia (280 nm) —A— atividade hemaglutinante (UH/mL)

Figura 2.1: Cromatograma do extrato bruto tamponado da esponja Axinella corrugata em coluna de
estroma de coelho-poliacrilamida.

A fracdo com atividade lectinica (P-) foi dialisada, concentrada em speed-vac,
ressuspensa em PBS e recromatografada em coluna de gel filtragdo Ultrogel AcA 44

(figura 2.2).
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Figura 2.2: Cromatograma em gel filtragcdo AcA 44 do pico lectinico (P;) obtida da cromatografia em

coluna de estroma de coelho-poliacrilamida (figura 2.1).

A cromatografia do material do pico P, (figura 2.1), eluido da coluna de
estroma-poliacrilamida, em coluna de Ultrogel AcA 44 revelou que o extrato aquoso
da esponja Axinella corrugata contém duas lectinas, conforme pode ser verificado na
figura 2.2. A primeira lectina, com maior atividade hemaglutinante, foi denominada
de ACL-I e eluida com PBS. A eluicdo da segunda, ACL-II, retida pela coluna de
Ultrogel AcA 44 mesmo apos lavagem exaustiva da mesma com 500 mL de PBS,
somente foi possivel com agua. Tal fato demonstrou que a matriz de Ultrogel AcA 44
funcionou ao mesmo tempo como matriz de gel filtragcdo para ACL-I e de afinidade
para ACL-II, devido a especificidade desta lectina a galactose, constituinte da matriz
do gel AcA 44. A matriz de Ultrogel AcA 44 também permitiu a separagao de um pico
X de elevada absorvancia a 280 nm, sem atividade lectinica, logo apos a lectina
ACL-l e que foi eluido conjuntamente no pico P, oriundo da matriz de estroma-

poliacrilamida.

58



A tabela 2.2 resume o processo de purificagdo de ACL-l. O da ACL-Il nao foi
representado devido ao fato dessa lectina ser responsavel por apenas 10 % da

atividade lectinica total do extrato aquoso de Axinella corrugata.

Tabela 2.2: Purificagdo de ACL-I.

Rendi t
Proteina Atividade Atividade especifica Fator de Rendimento em endimento em

tividad
Etapas total (mg) total (UH) (UHImg) purificagio  proteina (%) atlvidade

hemaglutinante (%)

Extrato aquoso liofilizado

30 191.066 6.368 1 100 100
(300 mg)

Cromatografia de afinidade
de matriz de estroma- 0,276 23.705 86.200 13,53 0,9 12,41
poliacrilamida

Cromatografia de gel 0,061 14.621 239.688 37 0,2 7,65
filtragdo em coluna AcA 44

Eletroforese PAGE de ACL-I:

A avaliagado da pureza da fragao ACL-I, obtida por gel filtragdo em coluna de
AcA 44, foi demonstrada através de eletroforese nativa (PAGE) pH 9,2 a 11 %
(figura 2.3) e por SDS-PAGE a 11 % (figura 2.4A, coluna 6). Em ambas as situagoes,
obteve-se apenas uma unica banda protéica, visualizada apds coloragdo com
Coomassie Brilliant Blue R 250, mostrando a pureza da lectina e a auséncia de
isoformas para ACL-I.

1 2
Figura 2.3: Eletroforese em sistema PAGE em gel de poliacrilamida a 11 %, pH 9,2, de ACL-
I. 1- padréo de referéncia ovalbumina; 2- ACL-1 (20 pg).
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Caracterizagao fisico-quimica e quimica da lectina ACL-I

Estrutura molecular e estimagdao da massa molecular de ACL-I e de suas
subunidades por SDS-PAGE:

Com fins de se estimar a Mr, ACL-I foi dissolvida em tampao de amostra, nao
submetida a acdo desnaturante pelo calor antes de sua aplicagdo no gel de
eletroforese, no sistema SDS-PAGE a 11 %, e em condigdes redutoras (em
presenca de B-mercaptoetanol) ou ndo. Os resultados mostraram, em ambas as
condigbes, a presenca no gel de uma banda protéica fortemente corada (B) (figura
2.4A, colunas 5 e 6), cuja Mr foi estimada em 82.300, por meio da reta de regressao
(figura 2.5). Entretanto, na coluna 5 da figura 2.4A, correspondendo a amostra
adicionada do redutor, houve o aparecimento de uma segunda banda, com fraca
intensidade de coloragédo, e que seria proveniente da agcado do B-mercaptoetanol

sobre a molécula a frio e cuja Mr foi estimada em 22.000.

Quando a amostra ACL-| foi desnaturada por efeito do calor, em banho de
agua fervente durante 3 min, em presengca de SDS e de redutor, a proteina
apresentou quatro bandas, com intensidades de coloracao diferenciadas, com Mr
respectivas de 82.300; 40.800; 22.000 e 13.900, como se uma porgdo da banda de
Mr de 82.300 se desdobrasse em constituintes com Mr menores (figura 2.4A, coluna
4).

No entanto, com o aumento do tempo de desnaturagdo a 100 °C para 5 min
(figura 2.4B), a banda protéica com Mr de 82.300 diminuiu fortemente de intensidade
de cor e aumentou a de 13.900 (figura 2.4B, coluna 3). Por sua vez, com o
aquecimento a 100 °C por 30 min e na presenga de redutor, a banda de 82.300
desapareceu totalmente do gel, bem como as de 40.800 e 22.000, dando origem a
uma unica banda, com Mr de 13.900 (figura 2.4C, coluna 2). Na auséncia de redutor,
nas mesmas condigdes experimentais (figura 2.4C, coluna 3), 23 % de ACL-I
permaneceu com Mr de 82.300. Por outro lado, quando a lectina foi submetida a
aquecimento a 100 °C por 30 min na auséncia de B-mercaptoetanol e também de

SDS, este ultimo adicionado a amostra um pouco antes de sua aplicagao no gel,
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ocorreu um desdobramento menor da banda de proteina de Mr de 82.300 (figura
24D, coluna 2) em comparacdo quando da presenca de SDS nas mesmas
condigcbes experimentais (figura 2.4D, coluna 3). Por fim, o aquecimento de ACL-I na
presenca de somente B-mercaptoetanol e na auséncia de SDS, adicionado pouco
antes da aplicagao no gel de poliacrilamida, provocou o desdobramento completo da
proteina em subunidades com Mr de 13.900 (figura 2.4D, coluna 4). Esses
resultados sugerem que ACL-l é constituida por 6 subunidades monoméricas,

similares e ligadas de algum modo por pontes S-S.

MM g

l w2
97.000 - - - e

66.000
66.000 . - ‘ -

A MM B

45.000 -
29.000 -
30.000 - p -
-—

20.000 . 18.400 we
14.400 il - - 12.400 -

12 3 4 5 6 7 8 1 2 3

Figura 2.4

A: Eletroforese em sistema SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 11 % de ACL-Il. 1- padrao
de referéncia albumina bovina (66.000); 2- padrdes de referéncia: fosforilase b (97.000); albumina
bovina (66.000); ovalbumina (45.000); anidrase carbdnica (30.000); inibidor de tripsina (20.000); o-
lactoalbumina (14.400); 3- extrato bruto da esponja Axinella corrugata (50 ng); 4- ACL-l (20 ng)
submetida a aquecimento a 100 °C por 3 min na presenga de B-mercaptoetanol; 5- ACL-I (20 ug) néo
submetida a agédo do calor, em presenga de B-mercaptoetanol; 6- ACL-l (20 png) ndo submetida a
acao do calor, na auséncia de -mercaptoetanol; 7- padrao de referéncia anidrase carbdnica (29.000);
8- padréo de referéncia citocromo C (12.400).

B: Eletroforese em sistema SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 11 % de ACL-I. 1- padrdes
de referéncia albumina bovina (66.000) e B-lactoglobulina (18.400); 2- padrbes de referéncia anidrase
carbénica (29.000) e citocromo C (12.400); 3- ACL-I (20 ng) aquecida a 100 °C por 5 min na presenca
de B-mercaptoetanol.
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C: Eletroforese em sistema SDS-PAGE de ACL-l em gradiente de poliacrilamida de 4-12 %.
1- padrdes de referéncia de acordo com o fabricante: fosforilase (98.000); albumina bovina (62.000);
glutdmico desidrogenase (49.000); alcool desidrogenase (38.000); anidrase carbdnica (28.000);
lisozima (14.000); aprotinina (6.000); 2- ACL-I (20 ng) aquecida a 100 °C por 30 min na presencga de
B-mercaptoetanol; 3- ACL-I (20 ng) aquecida a 100 °C por 30 min na auséncia de p-mercaptoetanol;
4- ACL-I (10 pg) nédo submetida a acao do calor, na auséncia de 3-mercaptoetanol.

D: Eletroforese em sistema SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 11 % de ACL-I. 1- padrdes
de referéncia: albumina bovina (66.000); ovalbumina (45.000); anidrase carbbnica (29.000);
tripsinogénio (24.000); citocromo C (12.400); 2- ACL-l (10 ng) aquecida a 100 °C por 30 min na
auséncia de B-mercaptoetanol e de SDS (antes da aplicagdo no gel foi adicionado SDS); 3- ACL-I (10
ug) aquecida a 100 °C por 30 min na auséncia de p-mercaptoetanol e na presenca de SDS ; 4- ACL-|
(10 ug) aquecida a 100 °C por 30 min na presenca de B-mercaptoetanol e na auséncia de SDS (antes
da aplicagdo no gel foi adicionado SDS).

A figura 2.5 mostra a reta de regressao linear, obtida a partir dos padroes da
figura 2.4B, com fins da estimacdo da Mr da ACL-l e de suas subunidades. Os
resultados foram registrados com um grafico do logaritmo decimal da massa

molecular dos padrdes pela sua respectiva mobilidade relativa.

5
.48 y = -0,9545x + 5,0769
s/ r= 10,9869
S 46
o 4,4
242
4 T T 4 T 1
0 0,5 1 1,5
Rf

Figura 2.5: Reta de regresséo linear para estimagdo da Mr de ACL-| e de suas subunidades obtida
por SDS-PAGE. 1 - albumina bovina (66.000); 2 - anidrase carbdnica (29.000); 3 - pB-lactoglobulina
(18.400); 4 - citocromo C (12.400).
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Estimacao da massa molecular de ACL-I por sistema FPLC:

A estimacao da Mr de ACL-I por meio de gel filtracdo em coluna Superose 12
HR foi realizada com o uso do grafico do logaritmo decimal da massa molecular dos
padrbes pela razdo Ve/Vo, onde Ve é o volume de eluicdo da proteina e Vo é o
volume de exclusdo do azul de dextrano, tendo-se obtido o valor de 78.500, de
acordo com a reta de regresséo linear da figura 2.6. Este valor € muito préoximo ao
obtido por SDS-PAGE (82.300).

ACL-I
51 y 4 y = -1,7801x + 7,5191
48 | r=0,9918
= 46 -
=
57 4.4 |
42 | 1
4 T T T 1
1,2 14 1,6 1,8 2

VelVo

Figura 2.6: Reta de regressdo linear para estimagdo da Mr de ACL-l obtida por FPLC. 1 -
ribonuclease (13.700); 2 - anidrase carbdnica (29.000); 3 - ovalbumina (43.000); 4 - conalbumina
(75.000).

Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante:

Como se pode verificar na figura 2.7, ACL-l mostrou ser estavel, quando
aquecida até 70 °C durante 30 min. A atividade hemaglutinante reduziu a partir de
75 °C, desaparecendo completamente com aquecimento a 95 °C por 10 min ou a
90 °C por 30 min.
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Figura 2.7: Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante de ACL-I.

Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante:

O estudo do efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante mostrou que ACL-I

apresentou atividade na faixa de pH de 4,5 a 11, com maior atividade lectinica entre

o pH 6,5 e 8,0 (figura 2.8). Em pH inferiores a 4 a hemaglutinagdo foi totalmente

abolida, por hemolise dos eritrécitos.

% de atividade hemaglutinante

120 ~
100

80 -

20

Figura 2.8: Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante de ACL-I.
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Efeito do pH sobre a estabilidade de ACL-I:

Com relagcéo ao efeito do pH sobre a estabilidade da molécula protéica, a

lectina manteve atividade hemaglutinante quando submetida a variacdo de pH na

faixa de pH de 2 a 11, com maior atividade entre pH 6,5 e 8,5 (figura 2.9), quando

avaliada a pH 7,2. No pH 1,5 a atividade hemaglutinante diminuiu drasticamente. Em

pH 1 ocorreu perda total da atividade lectinica, possivelmente por desnaturacio

irreversivel da proteina.

120 -

100

80

60

40 -

20 -

% de atividade hemaglutinante

Figura 2.9: Efeito do pH sobre a estabilidade protéica de ACL-I.

Efeito de cations

hemaglutinante:

divalentes e do EDTA sobre

a atividade

A atividade hemaglutinante de ACL-I ndo foi dependente de cétions divalentes

e nao diminuiu em presenca de EDTA, conforme a tabela 2.3.
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Tabela 2.3: Efeito de cations divalentes e do EDTA sobre a atividade hemaglutinante de ACL-I.

~ Atividade hemaglutinante
Solugao

(UH/mL)
Controle 1280
EDTA 5 mM ou 25
mM 1280
EDTA 5 mM ou 25
mM + CaCl; 40 1280
mM
EDTA 5 mM ou 25
mM + MgSO, 40 1280
mM
EDTA 5 mM ou 25
mM+ MnSQO4 40 1280
mM

Efeito de agentes desnaturantes e redutores sobre a atividade

hemaglutinante:

ACL-l, quando incubada com DTT ou B-mercaptoetanol a 2,5 e 5,0 mM,
respectivamente, assim como, na presenca de uréia 4 M, mostrou uma diminuicéo
na atividade hemaglutinante da ordem de 50 %, em comparagédo com o controle
(tabela 2.4).

Tabela 2.4: Efeito de agentes desnaturantes e redutores sobre a atividade hemaglutinante de ACL-I.

% de atividade hemaglutinante

Solugéo remanescente em relagdo ao
controle (100%)

Uréia 4 M 50
B-mercaptoetanol 2,5 mM 50
B-mercaptoetanol 5,0 mM 50

DTT 2,5 mM 50
DTT 5,0 mM 50

Espectro de absorgao:

ACL-Il apresentou pico maximo de absor¢ao a 278 nm, conforme pode ser
visualizado pelo espectro de absor¢gdo no UV da figura 2.10. A 280 nm a
absorvancia foi de 0,28270 e a 278 nm de 0,28551.
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Figura 2.10: Espectro de absorgéo da ACL-I entre 200 e 400 nm.

Coeficiente de extingao:

O coeficiente de extincdo da ACL-l a 1 % em NaCl 0,154 M foi de 105,788. A
partir desse resultado foi calculado o coeficiente de extingdo molar da lectina,

obtendo-se o valor de 8,671x10° cm™.mol ™.

Ponto Isoelétrico:

A focalizacao isoelétrica revelou a presenga de uma unica banda protéica em
condi¢cbes ndo desnaturantes pelo calor, mas em presenca de uréia e de DTT, com
valor de pl de 6,3. A obtengdo de uma unica banda protéica por IEF, nas condi¢des
experimentais desta técnica, € mais um indicativo da pureza da ACL-I obtida pelo
método de purificagdo usado neste trabalho.

Estabilidade frente a enzimas proteoliticas:

ACL-l mostrou ser estavel, sendo resistente a agcdo das enzimas tripsina e

quimotripsina.

Com relacdo a possivel agdo proteolitica da pepsina sobre a atividade

lectinica, a reagao é realizada em pH 1. Como foi observado na figura 2.9, em pH 1
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ocorre desnaturagao irreversivel da proteina. Deste modo, ficou impossivel avaliar o

efeito da pepsina sobre a estabilidade de ACL-I.

Natureza glicoprotéica:

A analise de carboidratos neutros pelo método de Dubois et al. (1956) revelou

a presenca de 19,02 % de carboidratos em ACL-I.

Composicao de aminoacidos:

O resultado da analise da composi¢do de aminoacidos de ACL-I encontra-se

na tabela 2.5.

A lectina apresentou um alto conteudo de glicina (28,94 mois %), de acido
aspartico/asparagina (11,70 maois %), de acido glutamico/glutamina (10,96 méis %) e

de alanina (8,63 mois %).

Tabela 2.5: Composicao de aminoacidos de ACL-I.

Aminoacido Mois % Residuos/molécula
Acido aspartico/ asparagina 11,70 80
Acido glutdmico/ glutamina 10,96 75
Alanina 8,63 59
Arginina 2,34 16
Cisteina 0,44 3
Fenilalanina 3,36 23
Glicina 28,94 198
Histidina 0,15 1
Isoleucina 0,15 1
Leucina 6,58 45
Lisina 3,65 25
Metionina 0,88 6
Prolina 4,68 32
Serina 7,02 48
Tirosina 4,82 33
Treonina 3,95 27
Triptofano 0,29 2
Valina 1,46 10

O numero de aminoacidos calculados presentes na molécula de glicoproteina
foi de 684, correspondendo a uma massa molecular protéica de 66.700.

Considerando que 19,02 % da Mr de ACL-I corresponde a carboidratos, a Mr de
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82.300 obtida a partir da estimagcdo por SDS-PAGE fica em 66.600, muito

semelhante a determinada pelo numero de aminoacidos.
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Caracteristicas da lectina ACL-II

Eletroforese PAGE:

A avaliagédo da pureza de ACL-II, obtida por gel filtragao em Ultrogel AcA 44,
foi demonstrada através de eletroforese nativa (PAGE) pH 9,2 a 11 %. A figura 2.11
mostra a presenca de uma unica banda protéica (coluna 2), apds coloracdo com
Coomassie brilliant blue R 250, comprovando a pureza da lectina e a auséncia de
isoformas para ACL-Il neste pH.

1 2 3
Figura 2.11: Eletroforese em sistema PAGE em gel de poliacrilamida a 11 %, pH 9,2, de ACL-
Il. 1- padréao de referéncia albumina; 2- ACL-II (10 pg); 3- padrdo de referéncia ovalbumina.

Estimacao da massa molecular de ACL-Il por eletroforese e gel filtragao:

A lectina Il de Axinella corrugata foi dissolvida em tampao de amostra na
auséncia de redutor, além de ndo ser submetida a acdo desnaturante pelo calor
antes de sua aplicacdo no gel, em sistema SDS-PAGE a 11 %. Os resultados
mostraram a presenga de uma unica banda no gel (figura 2.11, coluna 2), sendo a
Mr calculada a partir da reta de regressédo obtida pela migragdo em paralelo dos

padrbes de referéncia (figura 2.12, colunas 1 e 3).
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Figura 2.12: Eletroforese em sistema SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 11 % de ACL-II.
1- padrdes de referéncia albumina bovina (66.000), tripsinogénio (24.000) e B-lactoglobulina (18.400);
2- ACL-II (10 ug) ndo submetida a agédo do calor e na auséncia de B-mercaptoetanol; 3- padrdes de
referéncia ovalbumina (45.000), anidrase carbdnica (29.000) e citocromo C (12.400).

A figura 2.13 mostra a reta de regresséo linear, obtida a partir dos padrées da
figura 2.11, com fins da estimacédo da Mr da ACL-II. Os resultados foram registrados
com um grafico do logaritmo decimal da massa molecular dos padrdes pela sua

respectiva mobilidade relativa. O resultado foi uma Mr de 80.000 para a lectina.

y=-1,056x+5,1532
r=0,9910

log MM
>
o
L

Rf

Figura 2.13: Reta de regressao linear para estimagdo da Mr de ACL-Il obtida por SDS-PAGE. 1 -
albumina bovina (66.000); 2 - ovalbumina (45.000); 3- anidrase carbodnica (29.000); 4- tripsinogénio
(24.000); 5 - B-lactoglobulina (18.400); 6 - citocromo C (12.400).

Por outro lado, a estimagcdo da Mr por meio de gel filtragdo em coluna
Superose 12 HR foi determinada através do grafico do logaritmo decimal da massa

molecular dos padrbes pela razdo Ve/Vo, tendo-se obtido o valor de 78.000 para
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% de atividade hemaglutinante

ACL-Il, muito proximo ao obtido pela eletroforese (80.000), segundo a reta de

regressao linear da figura 2.14.

4,: : * 4 ?-/;(;,19;?(5)31)( +7,5191
4,6 -
4,4 -
4,2

log M.M.

1,2 1,4 1,6 1,8 2
Ve/No

Figura 2.14: Reta de regressao linear para estimagdo da Mr de ACL-ll obtida por FPLC. 1 -
ribonuclease (13.700); 2 - anidrase carbdnica (29.000); 3 - ovalbumina (43.000); 4 - conalbumina
(75.000).

Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante:

ACL-Il apresentou uma estabilidade térmica semelhante a ACL-l até ao
aquecimento a 65 °C por 30 min (figura 2.15). A atividade hemaglutinante comegou a
diminuir com o aquecimento a 70 °C por 10 min, com queda acentuada a partir de
70 °C por 30 min. Ao contrario de ACL-I, foi resistente ao aquecimento a 90 °C por
30 min e a 95 °C durante 10 min, com perda total da atividade hemaglutinante

somente com aquecimento a 100 °C por 10 min.

120 4

100 W L L L = L L

80 4

60 q

40

20
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‘+ 10 minutos —#— 30 minutos de aquecimento ‘

Figura 2.15: Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante de ACL-II.
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Efeito do pH sobre a estabilidade de ACL-II:

Em relagdo ao pH, ACL-Il foi mais estavel ao efeito da variacao do pH que
ACL-Il, mantendo atividade residual em pH 1. O pico de atividade lectinica ficou entre
o pH 1,5 e 6,5 (figura 2.16).

120
100 +
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60 -
40 -
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% de atividade hemaglutinante

Figura 2.16: Efeito do pH sobre a estabilidade protéica de ACL-II.

Efeito de cations divalentes e do EDTA sobre a atividade

hemaglutinante:

A atividade hemaglutinante de ACL-Il ndo foi dependente de cations

divalentes e nem diminuiu em presenca de EDTA, conforme tabela 2.6.

Tabela 2.6: Efeito de cations divalentes e do EDTA sobre a atividade hemaglutinante de ACL-II.

Atividade hemaglutinante

Solugao (UH/mL)
Controle 640
EDTA 5mn':/IM ou 25 640

EDTA 5 mM ou 25
mM + CaCl; 40 mM
EDTA 5 mM ou 25
mM+ MgSO4 40 640
mM
EDTA 5 mM ou 25
mM+ MnSO4 40 640
mM

640
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Discussao

Os métodos empregados para o isolamento e purificagcdo das lectinas de
Axinella corrugata foram alguns dos comumente utilizados para proteinas, como gel

filtracdo e cromatografia de afinidade.

Neste trabalho a etapa inicial de purificagcdo foi a passagem do extrato
protéico da esponja em coluna cromatografica de afinidade com matriz de estroma-
poliacrilamida, seguido de cromatografia de gel filtragdo em coluna de Ultrogel AcA
44,

A coluna de afinidade de matriz de estroma-poliacrilamida foi muito eficiente
na purificacdo das proteinas deste trabalho. Ndo foram encontrados registros na
literatura do emprego desta matriz de afinidade na purificagdo de lectinas de origem
animal. Os fragmentos da membrana plasmatica dos eritrocitos de coelho ficaram
imobilizados numa rede de poliacrilamida, gerando uma matriz de consisténcia
gelatinosa. As duas lectinas de Axinella corrugata ficaram ligadas aos carboidratos
da membrana plasmatica rompida dos eritrocitos de coelho, sendo desligadas do gel
com a mudanga do pH e da forga ibnica, mediante o emprego de solugéo cloreto de
sédio 0,154 M:hidroxido de aménio 23 % (1:0,006; v:v). A seguir, 0 uso da coluna de
Ultrogel AcA 44 permitiu o isolamento e a purificagdo de duas lectinas, ACL-I e ACL-
II, conforme pode-se verificar na figura 2.2. ACL-l é a lectina com maior atividade
hemaglutinante, sendo por este motivo o objetivo principal de estudo neste trabalho.
Nao foi utilizada a etapa de precipitacdo salina com sulfato de aménio antes dos
processos cromatograficos citados, em virtude da grande perda do material
acarretada por este processo. Outros métodos experimentais para purificagado, como
troca ibnica e cromatografia de afinidade em coluna de GIcNAc-Agarose, nao
alcangaram os objetivos propostos.

Lectinas de esponjas marinhas sdo na grande maioria purificadas por
cromatografia de afinidade, como as lectinas de Aplysina lawnosa e Aplysina archeri
(Miarons; Fresno, 2000), Chondrilla nucula (Schroder et al., 1990), Desmapsama
anchorata (Atta et al., 1990), Suberites domuncula (Schroder et al., 2003),
Cinachyrella alloclada (Atta et al., 1989), Axinella dissimilis (Bretting et al., 1981a),

74



Cliona varians (Moura et al., 2006), lectina | de Geodia cydonium (Muller et al., 1983)
e Halichondria okadai (Kawagishi et al., 1994). Este processo de purificagdo permite
a remocdo dos contaminantes dos extratos protéicos apds exaustiva lavagem da

matriz, sendo a lectina posteriormente desligada e eluida em alto grau de pureza.

Processos de purificacdo semelhantes ao utilizado neste trabalho foram
empregados na obtencao das lectinas de Crambe crambe (Dogovic et al., 1996),
Haliclona cratera (Pajic et al., 2002), Pellina semitubulosa (Engel et al., 1992),
Halichondria panicea (Kamiya; Muramoto; Goto, 1990) e Dysidea herbacea (Kamiya
et al., 1985), onde inicialmente foi usada uma coluna de afinidade, seguida de gel

filtrago.

Além de Axinella corrugata, outras esponjas marinhas também possuem mais
de uma lectina, como Halichondria okadai (Kawagishi et al., 1994), Anthosigmella
varians (Atta; Cunha; Peixinho, 1992) e Geodia cydonium (Hanisch et al., 1984) Em
Geodia cydonium as duas lectinas sdo aparentemente uma mistura idéntica de
inUmeras isoformas. A lectina | da Geodia é a lectina majoritaria (12,5 % do
conteudo protéico do extrato bruto), enquanto que a lectina Il corresponde a 4,8 %.
Por sua vez, Axinella polypoides apresenta 4 lectinas, mas duas sdo majoritarias. As
lectinas | e Il estdo presentes em elevada concentragdo nos tecidos da esponja,
compreendendo cerca de 8 % do total do conteudo protéico extraivel da mesma
(Bretting; Kalthoff; Fehr, 1978).

A partir de 30 mg de proteinas obteve-se um rendimento em proteina da ACL-
| e em unidades hemaglutinantes de 0,20 % e de 7,65 %, respectivamente, mas com
grau de pureza de 37 vezes. Valores igualmente baixos em rendimento protéico
foram encontrados na purificagdo das lectinas de Haliclona cratera (0,040 %) (Pajic
et al., 2002), de Phyllospongia foliascens (0,075 %) (Kamiya et al., 1986), de Cliona
varians (1 %) (Moura et al., 2006) e para as lectinas HOL-I (2,7 %) e HOL-II (2,9 %)
de Halichondria okadai (Kawagishi et al., 1994). Rendimentos protéicos altos foram
obtidos para as lectinas de Crambe crambe (57 %) (Dogovic et al., 1996), de
Cinachyrella alloclada (58 %) (Atta et al., 1989) e de Anthosigmella varians (80 %)
(Atta et al., 1992).
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Em relagdo ao grau de purificagdo, resultados comparaveis aos obtidos neste
trabalho foram encontrados para as lectinas HOL-l (49X) e HOL-II (20X) de
Halichondria okadai (Kawagishi et al., 1994), para a lectina de Desmapsama
anchorata (27X) (Atta et al., 1990), de Anthosigmella varians (31X) (Atta et al., 1992)
e de Crambe crambe (32X) (Dogovic et al., 1996). Resultados bem superiores foram
alcancados para as lectinas de Cliona varians (192,5X) (Moura et al., 2006), de
Cinachyrella alloclada (290X) (Atta et al., 1989) e de Haliclona cratera (648X) (Pajic
et al., 2002).

A pureza de ACL-I e de ACL-Il foi constatada pela realizagdo de eletroforese
em sistema PAGE pH 9,2 e por SDS-PAGE em gel de poliacrilamida a 11 %, com
aplicagdo das amostras na auséncia de redutor e sem prévia desnaturacado pelo
calor, quando foi verificado o aparecimento de uma unica banda protéica para
ambas as lectinas apds coloragao com azul de Coomassie R 250. Além disso, por
IEF, no caso de ACL-l, em condi¢cdes nativas da proteina, também ocorreu o

aparecimento de apenas uma banda protéica.

Em sistema SDS-PAGE, com ACL-l sendo submetida a aquecimento em
banho de agua fervente, durante 30 min, em presenga apenas de redutor (figura
2.4D coluna 4), obteve-se somente uma unica banda protéica correspondente as

subunidades monoméricas da lectina.

Ha uma ampla variacdo nas caracteristicas fisico-quimicas e quimicas das
lectinas, especialmente quanto a sua massa molecular, estrutura mono ou
oligossacaridica, composi¢ao de aminoacidos e dependéncia de cations divalentes

para a atividade hemaglutinante, independente da origem da lectina.

A lectina | de Axinella corrugata em sistema SDS-PAGE a 11 %, em
condi¢gdes redutoras (B-mercaptoetanol) e com aquecimento a 100 °C por 3 min,
mostrou 4 bandas protéicas (figura 2.4A, coluna 4) com massas moleculares
relativas de 82.300, 40.800, 22.000 e 13.900, respectivamente, determinadas por
regressao linear, indicando desdobramento da molécula por efeito do calor e do
redutor. O n&o pré-aquecimento da amostra a 100 °C somente desdobrou levemente

a molécula protéica, na presenga de B-mercaptoetanol (figura 2.4A, coluna 5).
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A fervura por 5 minutos em presenca de redutor provocou a intensificagao da
banda de menor massa molecular (13.900), com concomitante enfraquecimento na
intensidade de coloragéo das demais bandas, enquanto que o aquecimento a 100 °C
por 30 min levou a formacédo de apenas da banda protéica com Mr de 13.900 e o
total desaparecimento das demais 3 bandas de maior massa molecular (figura 2.4C,
coluna 2). Este fato ndo ocorreu na auséncia de redutor (figura 2.4C, coluna 3),
quando a analise por densitometria revelou que 23 % da lectina ainda se
apresentava com Mr de 82.300. Com o objetivo de se avaliar o efeito do calor no
desdobramento da proteina, a mesma foi aquecida a 100 °C por 30 minutos na
auséncia de SDS e também de redutor, tendo-se verificado o desdobramento parcial
da banda de 82.300 para a formagao da banda de menor massa molecular (13.900)
(figura 2.4D coluna 2), cuja intensidade aumentou quando da presenca de apenas
SDS (figura 2.4D coluna 3). No entanto, o aquecimento a 100 °C somente na
presenca de redutor, sem SDS, levou ao desdobramento completo da lectina em
suas subunidades monoméricas constituintes (figura 2.4D coluna 4). Estes
resultados revelam a presencga de pontes S-S ligando as subunidades e que apenas
o redutor é capaz de desdobrar totalmente a lectina. Dessa maneira pode-se deduzir
que ACL-l possui uma estrutura quaternaria constituida por seis subunidades
monoméricas, possivelmente similares com Mr de 13.900, com envolvimento de

pontes de dissulfeto na formagao desta estrutura quaternaria.

A necessidade de um tempo maior de aquecimento de ACL-l para a
separacdo de suas subunidades, mesmo em presenga de altas concentracdes de
SDS e de B-mercaptoetanol, poderia ser devido a uma estrutura complexa da lectina,

na qual a elevada concentragdo glicidica (19,02 %) poderia ter algum envolvimento.

A Mr de ACL-Il foi estimada como sendo 80.000 por SDS-PAGE, sem pré-
aquecimento e na auséncia de B-mercaptoetanol, ao passo que por gel filtracdo em
coluna de Superose 12 HR, em presenca de GIcNAc, obteve-se o valor de 78.000,
valores um pouco inferiores aos estimados para ACL-l. Devido a pequena
quantidade de ACL-Il obtida em cada processo de purificacdo, ndo foi possivel até o

momento determinar a estrutura de sua molécula.

Ha uma diferenca marcante em unidades monoméricas entre as lectinas

purificadas dentro do género Axinella. Enquanto que a lectina | de Axinella corrugata
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€ homohexamérica com Mr de 82.300, a lectina | de Axinella polypoides é
homodimérica a pH neutro com uma Mr estimada por gel filtracdo de apenas 34.000.
Cada subunidade contém uma ponte de dissulfeto intracadeia entre as posicoes 4 e
46. Por sua vez, a lectina Il de Axinella polypoides € monomérica com massa
molecular de 16.200 Da, determinada por espectrometria de massas, bem inferior as
Mr das lectinas | e Il de Axinella corrugata, estimadas em 82.300 e 80.000,
respectivamente, por SDS-PAGE a 11 %. A lectina Il de Axinella polypoides também
apresenta uma ponte de dissulfeto intracadeia entre as posigdes 4 e 46 (Buck et al.,
1992; Buck et al., 1998).

Foi descrito que a lectina de Pellina semitubulosa possui Mr estimada por
SDS-PAGE a 15 % na presenca de p-mercaptoetanol de 34.000, enquanto que na
auséncia de redutor a Mr foi de 205.000, indicando que esta lectina, como ACL-I,
também possui estrutura homohexameérica, cujas cadeias polipeptidicas s&o ligadas
covalentemente por pontes de dissulfeto e rompidas por 3-mercaptoetanol (Engel et
al., 1992). A lectina de Helix pomatia, um molusco terrestre, também é
homohexamérica, cujos monémeros tém uma Mr de 13.000 (Hammarstrom; Westdo;
Bjork, 1972). A lectina apresenta uma Mr de 79.000, muito semelhante a de ACL-I.
Outra lectina que apresenta uma elevada massa molecular € a da esponja
Chondrilla nucula, com Mr estimada em 70.000, sendo formada por quatro
subunidades de 15.600, liberadas na presenga de f-mercaptoetanol (Schroder et al.,
1990).

De forma diversa como obtido nesse trabalho, a lectina HOL-I de Halichondria
Okadai independe de -mercaptoetanol para separar suas subunidades constituintes.
Por outro lado, como ACL-I, a lectina | de Halichondria okadai teve estimada sua Mr
por gel filtragdo em coluna Superose 12, com Mr obtida de 84.000, muito proxima a
Mr de 82.300 de ACL-l. Contudo, HOL-I é uma molécula tetramérica, com Mr de
21.000 por subunidade monomérica (Kawagishi et al., 1994). A lectina | de Aaptos
papillata, em SDS-PAGE a 10 %, apresentou duas bandas protéicas, uma com Mr
de 21.000 e outra de 12.000, ao passo que as lectinas Il e lll exibiram apenas uma
banda de Mrigual a 16.000 (Bretting et al., 1976). Além disso, a lectina de Haliclona
cratera submetida a SDS-PAGE a 10 % revelou apenas uma banda de 14.000, na

presenca ou nao de B-mercaptoetanol, sendo uma lectina homodimérica com

78



subunidades néao ligadas por pontes de dissulfeto (Pajic et al., 2002). De maneira
diferente de ACL-l, as lectinas de Aplysina lawnosa e de Aplysina archeri nao
dependem de agente redutor para separagdo de suas subunidades monoméricas,
cada uma com Mr de 16.000, sendo estas lectinas tetraméricas (Miarons; Fresno,
2000).

Por outro lado, a lectina de Craniella australiensis é trimérica com cadeias
polipeptidicas de 18.000 ligadas por pontes de dissulfeto, cuja Mr foi determinada
por SDS-PAGE a 15 %, na presenga de B-mercaptoetanol. Na auséncia de agente
redutor a Mr foi de 54.000 (Xiong et al., 2006). A lectina de Cliona varians possui
subunidades monoméricas de 28.000 analisadas por SDS-PAGE a 12 % em
presenca de B-mercaptoetanol, mas em SDS-PAGE a 7,5 % sem B-mercaptoetanol,
a massa molecular foi estimada em 106.000, indicando que a lectina é tetramérica e
as subunidades unidas por pontes S-S (Moura et al., 2006). Outra lectina com Mr
superior a de ACL-l e de ACL-Il é a de Anthosigmella varians. Das duas lectinas

extraidas desta esponja, uma apresenta Mr de 90.000 (Atta et al., 1992).

Um comportamento peculiar foi mostrado pela lectina | de Geodia cydonium.
A eletroforese dessa lectina em sistema SDS-PAGE a 15 %, na auséncia de redutor,
revelou a presenca de apenas duas bandas protéicas, com Mr de 23.500 e 13.500,
respectivamente. Condi¢des redutoras levaram ao aparecimento de 3 bandas com
Mr de 13.800, 13.000 e 12.200, indicando que a lectina é composta por 3 cadeias
polipeptidicas, das quais duas sao ligadas covalentemente por uma ponte de
dissulfeto, sendo a terceira ligada ndo covalentemente na molécula protéica (Muller
et al., 1983).

As lectinas se caracterizam, de um modo geral, por uma elevada estabilidade
térmica e pela resisténcia a variagdo ampla de faixa de pH. Com as lectinas de

esponjas marinhas n&o é diferente.

As lectinas | e Il de Axinella corrugata mostraram comportamento semelhante
frente ao aquecimento. A atividade hemaglutinante de ACL-l manteve-se invariavel
até a temperatura de 70 °C durante 30 min, desaparecendo completamente a 95 °C

com aquecimento durante 10 min, ao passo que ACL-IlI teve um decréscimo em sua
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atividade a partir de 70 °C. Contudo, ACL-Il demonstrou uma estabilidade térmica

superior a lectina ACL-I, com perda total da atividade somente a 100 °C.

A lectina IV de Axinella polypoides mostrou estabilidade térmica superior a
lectina | de Axinella corrugata, apresentando atividade residual a 90 °C quando
aquecida por 90 min (Bretting; Kalthoff; Fehr, 1978). Resultado idéntico a ACL-I
ocorreu com a lectina de Pellina semitubulosa, cuja atividade foi totalmente perdida
por aquecimento a 95 °C por 10 minutos (Engel et al., 1992). ACL-l também teve
esse comportamento a 90 °C por 30 min, como sucedeu com HOL-1 de Halichondria
okadai (Kawagishi et al., 1994). Por outro lado, ACL-l mostrou ser mais resistente
que a lectina de Cliona varians, cuja atividade foi totalmente destruida por
aquecimento a 80 °C (Moura et al., 2006).

A lectina de Craniella australiensis apresentou perda total de atividade a
100 °C (Xiong et al., 2006), assim como ACL-Il. Esta lectina foi mais resistente que a
de Haliclona cratera, que perdeu sua atividade hemaglutinante apds exposi¢cao a

temperatura de 95 °C por 60 minutos (Pajic et al., 2002).

Com relagao ao efeito do pH sobre a estabilidade da molécula protéica, ACL-I
apresentou maior atividade hemaglutinante na faixa de pH 7 a 8. Em valores de pH
inferiores a 7 até pH 2 e superiores a 8 até pH 11 houve diminuigdo da atividade
lectinica. A pH 1 ocorreu desnaturacéo irreversivel da proteina. Por sua vez, ACL-II
mostrou maior estabilidade frente a variagdo de pH na faixa de pH de 2 ao 6 (figura
2.16) que ACL-I, apresentando ainda atividade residual a pH 1. Houve diminuigdo da
atividade da ACL-II na faixa de pH superior a 6 até 7,2 e em pH superior ao ultimo, a

lectina apresentou atividade residual até pH 11.

N&o foram encontrados registros na literatura de lectinas de esponjas
marinhas com atividade hemaglutinante a pH 2, como apresentado por ACL-I e ACL-
II. A lectina de Cliona varians possui atividade na faixa de pH 2,5 a 10,5 com um pH
otimo em 7,5 (Moura et al., 2006). Por outro lado, a lectina de Haliclona cratera
manteve sua atividade inalterada do pH 4,6 a 10,2, mas apresentou perda total da
mesma em pH 3,7 (Pajic et al., 2002). A lectina de Craniella australiensis possui um

pH 6timo de atividade hemaglutinante na faixa de 5 a 8 com perda total em pH 3

80



(Xiong et al., 2006). Além disso, as lectinas HOL-I e HOL-II de Halichondria okadai

mantiveram sua estabilidade lectinica do pH 3,5 ao 10,5 (Kawagishi et al., 1994).

Cations divalentes, como Ca*?, Mg e Mn'? sdo responsaveis por
estabilizarem a ligagcéo de lectinas ao dominio de reconhecimento de carboidratos e
também por fixarem as posi¢des dos aminoacidos que interagem com o carboidrato
ligante (Weis; Drickamer, 1996). As lectinas vegetais, em sua maioria, sao
dependentes de cations divalentes para a sua atividade lectinica. Algumas lectinas
provenientes de esponjas marinhas também sao dependentes de céations, como as
lectinas de Aplysina lawnosa e de Aplysina archeri (Miarons; Fresno, 2000), a de
Cliona varians (Moura et al., 2006) e as duas lectinas de Anthosigmella varians (Atta;
Cunha; Peixinho, 1992), cujas atividades hemaglutinantes sdo completamente
inibidas na presenca de EDTA e recuperadas pela adicdo de Ca*? ou Mg+2. Além
disso, a lectina da esponja Aphrocallistes vastus € uma lectina tipo C, sendo
dependente de calcio para sua atividade hemaglutinante (Gundacker et al., 2001). A
lectina |l de Dysidea herbacea perde totalmente sua atividade na presenca de EDTA
5 mM (Kamiya et al., 1985).

As lectinas ACL-l e ACL-Il, isoladas neste trabalho, ndo dependem de cations
divalentes para a sua atividade hemaglutinante. Da mesma forma, a maioria das
lectinas de esponjas marinhas até hoje isoladas independem de cations divalentes
para suas atividades, como as lectinas de Haliclona cratera (Pajic et al., 2002), de
Geodia cydonium (Hanisch et al., 1984), de Cinachyrella alloclada (Atta et al., 1989),
de Craniella australiensis (Xiong et al., 2006), de Crambe crambe (Dogovic et al.,
1996), a lectina | de Dysidea herbacea (Kamiya et al., 1985), as duas lectinas de
Halichondria okadai (Kawagishi et al., 1994), as lectinas de Aaptos papillata (Bretting
et al., 1976) e a lectina de Phyllospongia foliascens (Kamiya et al., 1986).

ACL-I diminuiu em 50 % a atividade hemaglutinante pelo tratamento com
uréia 4 M e DTT ou p-mercaptoetanol nas concentragdes de 2,5 e 5,0 mM por 2
horas a 4 °C (tabela 2.4). A lectina | de Geodia cydonium nao foi desnaturada por
uréia 2 M a 24 °C (Miller et al., 1983). Uma forte estabilidade frente a agentes
desnaturantes foi apresentada pela lectina de sementes de Erythrina indica, a qual
incubada com uréia 8 M a temperatura ambiente por 24 horas nao perdeu sua

atividade hemaglutinante. Contudo, a elevagdo da temperatura a 45 °C, em pH 7,2,
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na presenca de uréia 8 M levou a completa desnaturacdo protéica da mesma
(Ghosh; Mandal, 2006).

As proteinas apresentam um maximo de absor¢do no UV proximo a 280 nm,
comprimento de onda onde os grupamentos croméforos das cadeias laterais dos
aminoacidos aromaticos absorvem com mais intensidade. ACL-I apresentou um pico
de absorgao a 278 nm, assim como a lectina | de Geodia cydonium (Miller et al.,
1983). Contudo, a lectina de Pellina semitubulosa tem um UV maximo a 277 nm
(Engel et al., 1992). Por outro lado, o coeficiente de extingdo molar é caracteristico
de cada lectina. ACL-l apresentou um coeficiente de extingdo molar a 1 % de
8,671x10° cm™.mol™" a 280 nm, bem superior ao da lectina | de Geodia cydonium,
determinado a 1 % como sendo 14,5 cm™.mol” a 278 nm (Muller et al., 1983). Por
sua vez, o da lectina de Pellina semitubulosa foi determinado como sendo de
1,327x10* cm™.mol™ a 277 nm (Engel et al., 1992). Sdo poucas as lectinas isoladas

de esponjas marinhas que tiveram seu coeficiente de extingdo determinado.

ACL-I apresentou um pl de 6,3, determinado por IEF, muito préoximo ao da
lectina de Pellina semitubulosa, de 6,1 (Engel et al., 1992). O pl das lectinas de
esponjas marinhas encontra-se predominantemente na faixa acida, como se pode
verificar nas lectinas de Aplysina archeri (4,1) (Miarons; Fresno, 2000), de Aplysina
lawnosa (4,5) (Miarons; Fresno, 2000) e nas duas de Halichondria okadai (em torno
de 4,5) (Kawagishi et al., 1994). Na esponja Axinella polypoides, a lectina |
apresentou um pl de 4,04 (Buck et al., 1992) e a lectina Il um pl de 3,9 (Buck et al.,
1998). Além disso, as lectinas | e Il de Geodia cydonium possuem pl de 5,6 em
condigdes nativas (Hanisch et al., 1984). Uma caracteristica rara foi encontrada na
lectina de Haliclona cratera, com um pl de 8,6, decorrente de seu elevado conteudo
de aminoacidos basicos, pouco comum em lectinas de esponjas marinhas (Pajic et
al., 2002).

ACL-I foi resistente a acao proteolitica da tripsina e da quimotripsina. Talvez o
possivel arranjo hexamérico da molécula confira uma maior resisténcia a lectina,
como ocorre com a jacalina, de estrutura tetramérica, na presenca de pepsina,
quimiotripsina e tripsina (Rios et al., 1996). Ramos e colaboradores (1999) afirmaram
que a baixa digestibilidade de proteinas esta relacionada a sua estrutura

tridimensional altamente compactada, estabilizada por numerosas interagbes
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hidrofobicas e por pontes de hidrogénio, o que é compativel com a proteina em

estudo, formada por seis subunidades monomeéricas.

Por outro lado, lectinas diméricas (Canavalia ensiformes, Canavalia
brasiliensis, Canavalia floribunda, Dioclea virgata e Dioclea guianensis) testadas por
Rios e colaboradores (1996) tiveram um grau de digestibilidade que variou de 52 a
84 % frente a tripsina, quimotripsina e pepsina. A lectina de Hevea brasiliensis, por
sua vez, teve sua atividade hemaglutinante totalmente eliminada apd6s incubagao
com tripsina (Wititsuwannakul; Wititsuwannakul; Sakulborirug, 1998). N&o foi
possivel testar a acdo da pepsina sobre ACL-l em vista da perda da atividade

hemaglutinante por efeito do pH 1 do meio de incubacgéo.

Ha uma grande variagdo quanto a natureza glicoprotéica de lectinas de
esponjas marinhas. ACL-l apresentou alto conteudo de carboidratos (19,02 %),
muito proximo ao obtido para a lectina de Chondrilla nucula, representando 12,5 %
da massa molecular da proteina (Schroder et al., 1990), mas abaixo da lectina de
Aphrocallistes vastus (Gundacker et al., 2001), com 29,41 % em carboidratos, e da
lectina de Craniella australiensis (Xiong et al., 2006), que contém 27,6 % de
carboidratos neutros. Inumeras outras lectinas de esponjas marinhas também sao
glicoproteinas, como a lectina de Phyllospongia foliascens (4,7 %) (Kamiya et al.,
1986), de Crambe crambe (2,1 %) (Dogovic et al., 1996), de Haliclona cratera
(3,7 %) (Paijic et al., 2002), de Aplysina archeri (3,5 %) (Miarons; Fresno, 2000), de
Aplysina lawnosa (5,0 %) (Miarons; Fresno, 2000), de Geodia cydonium (9,92 %)
(Muller et al., 1983) e de Pellina semitubulosa (3,4 %) (Engel et al., 1992). Poucas
lectinas de esponjas marinhas ndo sao glicoproteinas, como as lectinas | e Il de
Axinella polypoides, indicando uma variagdo significativa na composi¢gdo quimica
das lectinas dentro do género Axinella (Buck et al., 1992; Buck et al., 1998). As
lectinas de I, Il e Ill de Aaptos papillata (Bretting et al., 1976) e a lectina | de Dysidea

herbacea (Kamiya et al., 1985) também nao s&o glicoproteinas.

O alto conteudo em glicina encontrado na analise dos aminoacidos de ACL-I,
além de acido aspartico/asparagina, acido glutdmico/glutamina e de alanina, esta de
acordo com o perfil da composicao de aminoacidos das lectinas de esponjas
marinhas, com predominio em aminoacidos acidos, além dos hidrofobicos. As

lectinas | e Il de Axinella polypoides possuem alto conteudo em aminoacidos acidos
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(acido glutadmico e aspartico) e leucina, um aminoacido hidrofébico. Ainda, a lectina |
de Axinella polypoides nao apresenta histidina, mostrando haver alguma
semelhangca na composi¢cao dos aminoacidos do género Axinella, pois em ACL-I ha
somente 0,15 moéis % deste aminoacido. Além disso, a lectina Il de Axinella
polypoides possui apenas 0,49 moéis % de histidina (Bretting; Kabat, 1976). O
conteudo em alanina de ACL-l também se aproxima ao da lectina Il de Axinella
polypoides. Os teores de cisteina e de metionina de ACL-I sdo, da mesma forma,
equivalentes aos das lectinas | e Il de Axinella polypoides. Por outro lado, a
presenca de cisteina na composicdo de aminoacidos de ACL-l esta de acordo com
os dados obtidos neste trabalho por SDS-PAGE em condigdes redutoras, indicando
a presenga de pontes de dissulfeto na ligagcdo das subunidades, na estrutura

quaternaria da proteina.

A composicdo de aminoacidos da lectina | de Geodia cydonium mostra
também um predominio em aminoacidos acidos (aspartato, glutamato) e
hidrofobicos (valina e leucina), além de treonina (Muller et al., 1983). ACL-| possui
6,58 mois % em leucina, mas apenas 1,46 méis % em valina e 3,95 modis % em
treonina. Por outro lado, a lectina de Craniella australiensis € rica em treonina e
também em acido glutamico/glutamina (Xiong et al., 2006), mas pobre em glicina, ao
contrario de ACL-l, onde é o aminoacido predominante. Os principais aminoacidos
nas lectinas de Halichondria okadai foram acidos (aspartato e glutamato) e

hidrofobicos (glicina e alanina) (Kawagishi et al., 1994), semelhante a ACL-.

Um resultado interessante foi descrito para a lectina de Pellina semitubulosa
com um elevado conteudo em aminoacidos hidrofobicos (alanina, glicina e leucina)
(Engel et al., 1992). O teor em glicina encontrado foi de 20,8 mdis % que se
aproxima do conteudo deste aminoacido presente em ACL-I, no valor de 28,94 mais
%. Por outro lado, as lectinas Il e Ill de Aaptos papillata apresentam dominancia de
aminoacidos acidos (aspartico e glutdmico) e hidrofébicos (alanina), enquanto que a
lectina | possui principalmente glicina, glutamato e aspartato, como a ACL-I.
Contudo, as lectinas Il e lll de Aaptos papillata apresentam um alto teor de cisteina
(7,87 % e 6,50 méis %, respectivamente), muito superior se comparado com os das
demais lectinas de esponjas marinhas (Bretting et al., 1976). Na lectina de Haliclona

cratera ha predominio de aminoacidos basicos (lisina, arginina), além dos
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caracteristicos hidrofobicos (glicina e fenilalanina), correspondendo a 44 % do total,

0 que é incomum em lectinas de esponjas marinhas (Pajic et al., 2002).

A auséncia de metionina foi descrita para as lectinas isoladas de Crambe
crambe (Dogovic et al., 1996) e de Dysidea herbacea (Kamiya et al., 1985),
enquanto que em ACL-I o seu teor foi um dos mais baixos, correspondente a 0,88
mois %. O aminoacido menos presente em ACL-I foi isoleucina (junto com histidina),
ao contrario da lectina de Dysidea herbacea, onde é o quarto aminoacido mais
abundante (Kamiya et al., 1985). O baixo conteudo de triptofano em ACL-l é
semelhante ao encontrado na maioria das lectinas de esponjas marinhas, exceg¢ao
feita a lectina de Haliclona cratera, na qual € da ordem de 5,44 mois % (Paijic et al.,
2002).

Nao foi realizada a analise da composicdo de aminoacidos constituintes da
ACL-Il. Ao se comparar as caracteristicas fisico-quimicas e a composicdo dos
aminoacidos de ACL-I com as lectinas de esponjas marinhas estudadas até o
momento, verifica-se a grande diversidade entre as mesmas, inclusive entre as
presentes numa mesma espécie, dificultando o uso destas lectinas para fins de

estudos filogenéticos.
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Capitulo 1l
Propriedades biolégicas das lectinas ACL-l e ACL-II

Introducgao

A atividade biolégica das lectinas esta baseada na sua capacidade de se ligar
a carboidratos (Carvalho, 1990). Nas plantas sao uteis na defesa contra
fitopatogenos, mediadores de simbiose (interagao entre plantas e microrganismos),
na manuteng¢ao da dorméncia das sementes, protecao contra predadores, transporte
de carboidratos, estocagem de proteinas e carboidratos, estimulagdo mitogénica de
células embribnicas, elongagédo da parede celular, reconhecimento de pdlen, fungao
no crescimento e desenvolvimento da planta controlado hormonalmente. Algumas
atividades biolégicas das lectinas provenientes de plantas ja foram constatadas,
como aglutinacdo de células, agao mitogénica em linfécitos, estimulagdo de
leucocitos humanos a produzir gama-interferon e outras interleucinas, atividade
antibacteriana, agao citotoxica, agdo antioxidante, atividade inseticida, adeséo
celular, acao inflamatéria, atividade cicatrizante, inibicdo do crescimento de fungos e
outras (Chrispeels; Raikhel, 1991; Zatta; Cummings, 1992; Mody; Joshi; Chaney,
1995; Peumans; Damme, 1995; Calvete et al., 1998; Ponchel; Irache, 1998; Singh;
Tiwary; Kennedy, 1999; Varki et al., 1999; Dias-Baruffi et al., 2000; Ratanapo;
Ngamjunyaporn; Chulavatnatol, 2001; Arbés et al., 2002; Loris, 2002; FAPESP/USP,
2003).

Nos microrganismos, as lectinas cumprem fungdo, por exemplo, na ligagéo a
células hospedeiras (muitas enterobactérias causam infecgdes no trato urinario e

gastrintestinal devido a presenca de lectinas em seu pili), mas, por outro lado, suas



lectinas de membrana podem ser reconhecidas por células fagociticas (Singh;
Tiwary; Kennedy, 1999).

Nos vertebrados possuem diversas fungdes biolégicas, como aglutinagcao de
células, marcadores celulares, estimulagdo mitogénica de linfécitos B e T humanos,
coagulagédo sanguinea (lectinas enddégenas sdo associadas a plaquetas e a fatores
de coagulagao), pinocitose e fagocitose (lectina de macréfago auxilia na fagocitose
de microrganismos e protozoarios, como Leishmania donovani e Trypanosoma
cruzi), migracdo de neutréfilos e plaquetas, interagbes intercelulares durante
fertilizacdo e desenvolvimento dos embrides, protecdo contra infecgdes (lectinas
soluveis), reconhecimento e adesao celular (célula/linfocito, célula/hepatdcito,
célula/macréfago), diferenciagdo celular e formacado de o6rgéos, na recirculacao de
linfécitos da corrente sanguinea para 6rgaos linféides via ligagdo especifica ao
endotélio de vénulas pos-capilares e no transporte, separacdo, degradacido e
translocagdo de glicoproteinas (Micucci; Camps, 1987; Zatta; Cummings, 1992;
Ponchel; Irache, 1998; Singh; Tiwary; Kennedy, 1999; Kilpatrick, 2000; Arbos et al.,
2002; Devarajan; Sonavane, 2003).

A descoberta que a fitohemaglutinina (PHA) tinha a capacidade de estimular
linfécitos T, desencadeando a sua mitose, foi um marco no ramo da imunologia, pois
até entdo se acreditava que os linfocitos ndo eram capazes de se dividirem. Mais
tarde descobriu-se que a ConA também tinha esta propriedade e que poderia ser
inibida a baixas concentracbes de manose. Desta maneira provou-se que a
estimulagdo mitogénica de linfécitos é o resultado da ligacdo das lectinas aos
carboidratos de superficie dos mesmos, sendo uma das primeiras demonstracdes da
funcao bioldgica dos carboidratos das membranas celulares. As lectinas mitogénicas
passaram a ser ferramentas para o estudo da transmissido de sinal nas células e
para a analise de eventos bioquimicos que ocorrem durante a estimulacdo de
linfécitos in vitro, levando a descoberta das interleucinas na década de 1970 (Nowell,
1960; Carvalho, 1990; Sharon; Lis, 2004).

A importancia da estimulacao de linfécitos por lectinas deve ser salientada no
que concerne ao estabelecimento de relagdes entre diversas doengas congénitas e

malformagdes cromossdmicas, além de desenvolvimentos dentro da citogenética e
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no estudo da produgdo de imunoglobulinas, interleucinas e y-interferon, bem como,

no diagnostico de imunodeficiéncias (Carvalho, 1990).

A demonstracao que lectinas hepaticas podem mediar a eliminagdo de
bactérias do sangue sem a participagao de anticorpos e do sistema complemento foi
a primeira indicagao da sua participagao na imunidade inata (defesa ndo imune). Da
mesma forma, lectinas presentes na superficie bacteriana propiciam sua ligacéo a
células fagociticas, com fagocitose das mesmas sem a participagdo de opsoninas.
Este processo também faz parte da imunidade inata e denomina-se de

lectinofagocitose (Sharon; Lis, 2004).

Lectina ligadora de manose do soro de mamiferos e do figado ligam-se a
oligomanosideos de microrganismos, causando a ativacdo do sistema complemento,
sem a participagdo de anticorpos, e a lise do patdgeno, sendo outro exemplo de
imunidade inata (Sharon; Lis, 2004; Sol et al., 2006).

A descoberta das selectinas demonstrou que elas exercem um papel crucial
no retorno (homing) de linfécitos a 6rgaos linféides e no transporte de leucdcitos
(neutrdfilos e mondcitos) para os sitios de inflamagao por meio de interagao lectina-
carboidrato. E-selectina e P-selectina sao as lectinas presentes na membrana
celular do endotélio vascular e que funcionam como receptores de adesao celular.
Elas mediam a ligacdo de leucécitos as células endoteliais, culminando com a
diapedese através da participagdo de outras moléculas de adesdo, como as
integrinas, e da secregdo de citocinas e outras substéncias quimioatraentes. A
prevencao de reacdes inflamatérias adversas por inibicdo da interacdo endotélio-
leucécito, como uma terapia antiadesdo, € o maior objetivo atual da industria
farmacéutica. Ha indicios que as selectinas possam funcionar como disseminadoras
de células cancerosas do tumor principal para outros sitios no organismo e que o
bloqueio de sua ligagdo ao sitio de carboidrato poderia impedir a formagédo de
metastase (Bruehl; Springer; Bainton, 1996; Sharon; Lis, 2004; Damme et al., 2004;
Sol et al., 2006). Varias lectinas vegetais e animais mimetizam a acgao bioldgica das

selectinas, por induzirem a migragao de neutréfilos in vivo e in vitro.

Inumeras lectinas orientam transporte intracelular de glicoproteinas. Por

exemplo, a calnexina, lectina de membrana do reticulo endoplasmatico, assegura a
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flexibilidade da glicoproteina destinada a superficie celular. Lectinas P estao
envolvidas no transporte de hidrolases recém sintetizadas do reticulo
endoplasmatico rugoso aos lisossomas. As galectinas agem como moduladores de
interacbes substrato-célula e célula-célula e sdo essenciais para a diferenciacao e
crescimento celular de todos os animais multicelulares. Elas sdo capazes de induzir
proliferacao celular, captura de células, apoptose, captura de restos celulares,
morfogénese de 6rgaos, metastases, transporte de leucécitos, transporte de urato,
resposta imune, splicing do RNA, inflamag&o; reconhecimento e organizagdo da
matriz extracelular (Hirabayashi, 1997; Kilpatrick, 2002; Sharon; Lis, 2004; Damme et
al., 2004). Lectinas tipo C, ficolinas e siglecs também exercem fungdes importantes
na sequéncia de eventos que conduzem ao reconhecimento de patégenos,
endocitose, ativagao do complemento, selecdo, maturacido e ativacao de clones de
células B e T e apoptose. As lectinas tipo C e siglecs ainda participam no controle do
crescimento celular (Gabius et al., 2002; Vasta; Ahmed; Odom, 2004).

Algumas lectinas sdo, por outro lado, extremamente toxicas as células
animais, como a ricina (isolada de Ricinus communis), a abrina (isolada de Abrus
pecatorius) e as lectinas de Viscum album. Esta ultima contém trés lectinas, sendo a
lectina | (denominada de viscumina) constituida por duas subunidades. A
subunidade B liga-se aos carboidratos da membrana celular. Dessa maneira, a outra
subunidade atinge o citosol por endocitose e, como apresenta atividade enzimatica
(adenosina-N-glicosidase), € capaz de inativar cataliticamente a subunidade 60S dos
ribossomos, bloqueando completamente a sintese protéica, por eliminacado de uma
adenosina do RNA ribossémico tipo 28S, da mesma forma como atuam a abrina e a
ricina (Olsnes; Heiberg; Pihl, 1973; Endo et al., 1987; Bantel et al., 1999; Varki et al.,
1999).

Tal propriedade das lectinas tem sido usada como estratégia para tratamento
de diversos tumores malignos e benignos na Europa ha varios anos por meio de
extratos aquosos de Viscum album (Hajto; Hostanska; Gabius, 1989; Hajto et al.,
1990; Heiny; Albrecht; Beuth, 1998; Steuer-Vogt et al., 2001; Kienle et al., 2003;
Schumacher et al., 2003). Inumeros estudos demonstraram que ambas lectinas de
Viscum album apresentam citotoxicidade para linhagens de melanoma (Thies et al.,
2005), colon (Valentiner et al., 2002) e de mama humanas (Schumacher et al.,

1995b), além de induzir a apoptose células leucémicas de linfécitos humanos e de
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camundongos (Janssen; Scheffler; Kabelitz, 1993). Por outro lado, num tratamento
de células leucémicas humanas apenas com a lectina | de Viscum album ficou
comprovado que a citotoxicidade ocorreu por ativacdo de proteases associadas a

apoptose (Bantel et al., 1999).

Igualmente, outras lectinas tém apresentado citotoxicidade. A PHA prejudica a
sintese de RNA em células epiteloides cervicais humanas (HelLa) (Caso, 1968), a
ConA induz apoptose de fibroblastos humanos (Kulkarni et al., 1998) e a lectina de
Phoradendron californicum inativa cataliticamente a subunidade 60S do ribossomo,

inibindo a sintese protéica em reticulécitos de coelho (Endo et al., 1989).

Em invertebrados acredita-se que as lectinas participem nos processos
bioldégicos que sdo comuns aos mamiferos, tais como interagdo célula-célula ou
interacdo célula-matriz extracelular, transporte e sintese de glicoproteinas, folding
(dobramento) de proteinas, transducao de sinal, fertilizagdo e desenvolvimento
(Vasta; Ahmed; Odom, 2004). Outras fungdes atribuidas as lectinas seriam a de
transportadoras de glicidios e de serem substancias importantes para o crescimento
do organismo e nutrigdo pela captura de nutrientes, etc (Bretting; Kénigsmann, 1979;
Micucci; Camps, 1987; Buck et al., 1992; Kilpatrick, 2000).

O sistema de defesa dos invertebrados inclui coagulagdo da hemolinfa,
encapsulamento, citdlise, aglutinagdo celular, acdo antimicrobiana e fagocitose

(lIwanaga; Kawabata; Muta, 1998).

A imunidade contra agentes infecciosos nos animais € mediada por dois
sistemas, o inato e 0 adaptativo. Imunidade adaptativa € encontrada, principalmente,
em vertebrados, representada pelos linfécitos B e T. A imunidade inata é
filogeneticamente mais antiga que a adquirida e estd amplamente presente em todos
0s organismos multicelulares, sejam vertebrados ou invertebrados. Tal imunidade
emprega proteinas ligadas a membrana ou soluveis para reconhecer substancias
estranhas. Estas proteinas pré-existem ou sio rapidamente produzidas em poucas

horas apods a infecgao (Kawabata; Iwanaga, 1999; Mller; Blumbach; Muller, 1999).

A imunidade inata é designada para reconhecer caracteristicas quimicas
comuns presentes em diferentes patdogenos e que s&o essenciais para a

sobrevivéncia destes, denominadas de PAMPs (pathogen-associated molecular
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patterns). O reconhecimento de PAMPs no sistema imune inato € mediado por um
grupo de proteinas denominado de PRPs (pattern recognition proteins) ou PRRs
(pattern recognition receptors) que, portanto, se ligam aos padrbes altamente
conservados na superficie do invasor. Ha seis subgrupos de PRPs em
invertebrados e as lectinas sdo um destes. Elas reconhecem e se ligam a
carboidratos terminais em glicopeptideos, glicoproteinas e glicolipidios, eliminando o
invasor (Yu; Kanost, 2003; Wang et al., 2007). Os PAMPS também exercem uma
funcdo chave na iniciagdo da imunidade adptativa em vertebrados. As lectinas séo

PAMPs conservadas de invertebrados para vertebrados (Yu; Kanost, 2003).

Em caranguejos (Tachypleus tridentatus) um dos maiores sistemas de defesa
€ conduzido pela hemolinfa que contém ao menos dois tipos de hemdcitos,
granulares e ndo granulares, sendo que hemacitos granulares compreendem 99 %
do total de hemdcitos. Os hemdcitos granulares sdo preenchidos com duas
populagdes de granulos secretorios, os amplos (L) e os pequenos (S). Estas células
sao altamente sensiveis a lipopolissacarideos, liberando rapidamente o conteudo de
seus granulos por exocitose. O invasor € envolvido por um gel e aglutinado por
varias lectinas soluveis (liberadas dos granulos L), com o objetivo de imobilizar o
patdgeno, que é eliminado a seguir por proteinas antimicrobianas, polipeptideos e
peptideos. Dessa forma, as lectinas estdo envolvidas no sistema imune inato

(lIwanaga; Kawabata; Muta, 1998).

Em esponjas marinhas algumas fungdes das lectinas ja foram comprovadas,
como sendo componentes do sistema imune participando de mecanismos de defesa
contra bactérias e parasitas, bem como, atuantes na agregacgao celular e na sintese
de fibras de espongina (Bretting et al., 1983; Wagner-Hlulsmann et al.,1996;
Gundacker et al., 2001; Schroder et al., 2003; Harwood; Coates, 2004). Especula-se
que as lectinas ainda possam participar de sistemas de transporte, auxiliar nos
mecanismos de simbiose nos tecidos da esponja ou contribuir na eliminagéo de
substancias exdgenas e de algas dos tecidos da mesma (Bretting; Konigsmann,
1979; Pajic et al., 2002).

As esponjas sado expostas a grandes quantidades de bactérias e virus
presentes no ambiente marinho, desenvolvendo varias estratégias para enfrentar

estas ameacgas. Elas possuem um eficiente sistema de defesa quimico para inibir a
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infestacdo por microrganismos pela producdo de uma variedade de compostos
altamente ativos e com 6tima especificidade, adaptados pelas esponjas durante os
ultimos 1 bilhdo de anos. Apresentam um eficiente mecanismo de defesa celular
(principalmente relacionado aos arquedcitos) e humoral (lectinas, citoquinas e
compostos bioativos) que compartilham, ao nivel de sequéncia, alta similaridade
com as moléculas imunes encontradas nos humanos. Dados moleculares mostram
que receptores presentes na superficie celular poderiam discriminar entre antigenos
préprios e estranhos, como os receptores SRCR (receptor scavenger com dominio
rico em cisteina), participando do sistema imune inato das esponjas. Em animais,
muitos dos receptores soluveis e de superficie celular envolvidos no sistema imune
contém um dominio SRCR (Blumbach et al., 1998; Muller; Blumbach; Muller, 1999;
Schroder et al., 2003; Harwood; Coates, 2004).

O sistema imune das esponjas €& complexo, variando de metabdlitos
secundarios altamente ativos até citoquinas (dados moleculares na esponja
Suberites domuncula comprovam que as esponjas também produzem moléculas
como citoquinas relacionadas as produzidas por macrofagos e linfécitos de
vertebrados), receptores de membrana (relacionados ao sistema imune inato e
adaptativo) e lectinas (lectinas tipo C e outras lectinas independentes de calcio). As
esponjas expressam lectinas que auxiliam no desenvolvimento de um sistema imune
nestes organismos. Por exemplo, em estudos moleculares realizados, verificou-se
significativa similaridade entre as lectinas soluveis de Tachypleus tridentatus e a
lectina de Suberites domuncula, denominada lectina Suberites, provavelmente uma
lectina associada a membrana, sugerindo um mecanismo de defesa contra
bactérias. Mesmo a uma baixa concentracgdo, a lectina apresentou uma significativa
atividade antibacteriana contra Escherichia coli. A uma concentragédo de 10 ug/mL, a
lectina inibiu em 16 % o crescimento da bactéria, enquanto que a 300 pg/mL inibiu
81 %. Em contrapartida, a atividade contra Staphylococcus aureus foi baixa, pois a
300 pug/mL inibiu o crescimento bacteriano em apenas 15 %. Os candidatos mais
provaveis em esponjas para agir como células imune s&o os arquedcitos e o0s
coandcitos (Muller, 2001; Schrdder et al., 2003; Harwood; Coates, 2004).

Vaérias atividades biolégicas ja foram descritas para lectinas de esponjas

marinhas, como ag¢ao mitogénica (Phillips, Bretting, Kabat, 1976; Bretting et al.,
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1981b; Atta et al., 1989; Schroder et al., 1990; Engel et al., 1992; Dogovic et al.,
1996; Xiong et al., 2006), quimiotaxica (Queiroz et al., 2008), citotoxica (Pajic et al.,
2002), efeito antibacteriano contra bactérias gram negativas (Schroder et al., 2003) e
gram positivas (Moura et al., 2006), efeito antiprotozoario contra Leishmania chagasi
(Moura et al., 2006) e aumento no tempo de liberagdo das primeiras particulas do

virus HIV-1 por células infectadas (Schroder et al., 1990).

O objetivo deste capitulo foi verificar a especificidade das lectinas ACL-l e
ACL-Il da esponja marinha Axinella corrugata para diferentes carboidratos e células
sanguineas, além de avaliar as atividades quimiotaxica, citotoxica, antioxidante e

mitogénica da lectina ACL-I.
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I11.1 Materiais e Métodos

11.1.1 Matéria-prima:

As lectinas ACL-I e ACL-Il isoladas de Axinella corrugata, conforme descrito no

capitulo Il, foram o material de estudo neste capitulo.

111.1.2 Animais:

Os coelhos, com fins de obtencdo de eritrocitos, foram os da ragca Nova
Zelandia. Os animais foram mantidos junto ao Biotério da Faculdade de Farmacia da
UFRGS ao longo da realizagéo deste trabalho, a temperatura em torno de 25 °C e

com ciclo de luz de 12 h.

Para a inducdo de processo inflamatério em ratos foram utilizados ratos
Wistar machos, pesando cerca de 150 g, provenientes do Biotério Central da
UFRGS.

111.1.3 Eritrocitos:

As amostras de sangue de coelho foram coletadas conforme descrito
anteriormente no capitulo Il. As amostras de sangue humano foram obtidas junto ao
Laboratorio de Analises Clinicas da Faculdade de Farmacia da UFRGS, de acordo
com legislagao vigente (Brasil, 2004a), com testes negativos prévios para aids, sifilis,
doenga de Chagas, virus HTLV | e Il, hepatites B e C (Brasil, 2006). As amostras de
sangue de rato foram oriundas do Biotério da Faculdade de Farmacia/UFRGS.
Sangue de camundongos (raga CF1) foi obtido a partir do sacrificio dos animais por
deslocamento cervical e posterior exsanguinamento, também oriundo do Biotério da
Faculdade de Farmacia da UFRGS. As amostras de eritrécitos bovinos, equinos,
caninos, ovinos e caprinos foram coletadas de animais sadios por veterinarios na
Faculdade de Veterinaria da UFRGS. A desinfeccdo do material utilizado foi

realizada conforme mencionado anteriormente no item 11.1.3. Todo o trabalho
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experimental foi previamente aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa da
UFRGS e cadastrado com o numero 2003253.

111.1.4 Obtencgao das lectinas:

As lectinas foram obtidas conforme o método de isolamento e de purificagao
descritos no capitulo II.

111.1.5 Produtos, reagentes quimicos e equipamentos:

A seguir esta relacionada a procedéncia das matérias-primas e equipamentos
mais importantes para a realizacido desse trabalho:

Glicogénio, LPS (lipopolissacarideo), p-caroteno, acido linoléico, DPPH (2,2-
difenil-1-picrilidrazil), Ficoll-Hipaque, RPMI 1640, GIcNAc e MTT (brometo de 3-(4,5-
dimetiltiazol-2-il)-2,5-difeniltetrazdlio) - Sigma (St. Louis, MO, EUA).

PHA-M (forma mucoproteina de Phaseolus vulgaris) - Gibco (Grand Island,
NY, EUA).

DMSO (dimetilsulféxido) - Nuclear (Diadema, SP, Brasil).

Filtro de nitrato de celulose - Millipore (Bedford, MA, EUA).

Tris - USB (Cleveland, OH, EUA).

Dextrose - Baker (Phillipsburg, NJ, EUA).

Microcentrifuga Eppendorf Spin IE - Bioanalytical Systems (West Lafayette,
EUA).

Centrifuga clinica modelo Excelsa 4 - Fanem (S&o Paulo, Brasil).

Leitora automatica de microplacas Multiskan EX - Labsystem (Cracow,
Polénia).

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

Todas as solugbes foram preparadas com agua destilada purificada no
sistema Milli-Q Plus, Millipore (Bedford, MA, EUA).
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lll.2 Propriedades Biolégicas

11.2.1 Determinagao da especificidade da hemaglutinagao:

Os testes de hemaglutinacdo para ACL-l e ACL-Il foram realizados pelo
meéetodo da dupla diluicdo serial em placas de microtitulagdo, como descrito
anteriormente no capitulo II, item 11.1.7. Foi empregada suspensao de eritrocitos
nativos a 2 % (v/v) de humanos pertencentes aos grupos sanguineos ABO e de
distintas espécies animais (coelho, canina, ovina, caprina, bovina, equina, suina,
camundongo, rato e galinha), processados segundo mencionado no capitulo I, item
11.1.3.

111.2.2 Determinacgao dos inibidores da hemaglutinagao:

Para determinar a especificidade para carboidratos de ACL-l e ACL-Il foi
usado o teste de inibicdo da hemaglutinagéo. Diferentes solugbes de carboidratos e
de glicoproteinas foram diluidas serialmente em placas de microtitulagao,
adicionando-se as mesmas solugao de ACL-l ou ACL-Il (0,1 mg/mL). As placas
foram incubadas a temperatura ambiente (20 + 1 °C) durante 30 min. Depois deste
periodo de tempo acrescentou-se aos incubados uma suspensao de eritrécitos
nativos de coelho a 2 %. Apds 2 horas de incubagao as placas foram lidas a olho
nu, considerando-se inibidor da atividade hemaglutinante, o carboidrato ou
glicoproteina capaz de inibir completamente, com a menor concentragao, a atividade

lectinica.

111.2.3 Atividade quimiotaxica de ACL-I:

A atividade quimiotaxica in vitro de ACL-I foi verificada através da técnica
modificada de Boyden (1962) em céamaras de acrilico de 25 pogos (15,5 x 15,5 cm)

segundo descrito por Monks et al. (2002).

97



Para a obtencdo da suspensdo de neutréfilos foi injetado um volume de
20 mL de solugao de glicogénio a 1 % na cavidade intraperitoneal de ratos Wistar
machos, pesando cerca de 150 g. Apés um periodo de 4 horas, os animais foram
sacrificados em camara de CO,, seguido de injecao na cavidade intraperitoneal de

10 mL de solugdo de Hanks.

Apos, a cavidade intraperitoneal dos animais foi aberta e o liquido contendo
as células retirado, lavando-se a cavidade com 20 mL de solucdo de Hanks. As
solugdes foram reunidas e centrifugadas a 3000 rpm durante 10 min. O sedimento
obtido foi ressuspenso com solucdo de Hanks, de modo a obter-se

aproximadamente 1,5x10° células/mL, avaliadas em camara de Neubauer.

Para a obtencdo do fator quimiotaxico foi usado como controle positivo
lipopolissacarideo de Escherichia coli dissolvido em plasma (130 ug/mL), ativado em
banho de agua a 37 °C por 30 min e por fim diluido com solugdo de Hanks a uma

concentragéo final de 5 ng/mL.

As amostras de ACL-I foram igualmente dissolvidas em plasma, ativadas em
banho de agua a 37 °C por 30 min e diluidas com solugdo de Hanks, de acordo com

0 esquema do ensaio.

A atividade migratoria dos leucdcitos foi determinada em camaras cilindricas,
construidas em acrilico transparente, constituidas de dois compartimentos (0,5 mL
de capacidade cada) separados por um filtro de nitrato de celulose com 13 mm de
didametro e poros de 8 um de didametro. O compartimento inferior foi preenchido com
a solucado contendo o fator quimiotaxico, com a amostra lectinica ou com o controle
negativo e o compartimento superior com a suspensao de neutréfilos peritoneais.
Cada experimento foi realizado em duplicata. A camara foi coberta com gaze
umedecida e envolvida com plastico, sendo em seguida levada a estufa, a 37 °C, por
uma hora. Imediatamente apds incubagao na estufa, os filtros foram removidos,
fixados, corados, diafanizados e montados entre lamina e laminula. A leitura foi feita
em microscopia optica de campo claro conforme descrito por Zigmond e Hirsch
(1973), usando-se magnificagédo de 40X com o foco no plano superior do filtro. No
momento em que se encontrou o "tapete" de neutréfilos do plano superior, o plano

de observagao do microscopio foi aprofundado até a visualizagdo de apenas duas
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células. A distancia medida em micrémetros entre o plano superior e inferior do filtro
refere-se a migragao dos neutrdfilos, cujo resultado foi comparado estatisticamente
com o controle positivo. Foram realizadas leituras de cinco campos por filtro,
totalizando dez leituras por amostra, uma vez que cada amostra foi testada em
duplicata. Os grupos teste foram comparados ao grupo controle positivo usando
ANOVA (fator unico), com um nivel de significancia de 95 % (p < 0,05). O teste de
Dunnett foi usado para identificar os grupos diferentes quando indicado pela ANOVA
através do programa estatistico SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Os valores
foram expressos como média + erro padrdao da média (EPM).

11l.2.4 Atividade antioxidante de ACL-I:

A atividade antioxidante de ACL-I foi determinada pelo método do B-caroteno
(Hammerschmidt; Pratt, 1978) e pelo DPPH (Cavin et al., 1998).

Pelo método do B-caroteno a amostra lectinica (50 ng) foi aplicada em placas
de silica gel G60 Fys4. As placas foram secas e nebulizadas com solugdo de -
caroteno (60 mL de etanol, 2 gotas de acido linoléico, 6 mg de p-caroteno e 30 mL

de cloroférmio) e expostas a luz ambiente por 3 h.

O método do DPPH consiste na aplicagdo da amostra lectinica (50 pug) em
placas de silica gel G60 F,s4 € nebulizagdo, apos secagem da placa, com solugéo de
DPPH (60 mg de DPPH em 30 mL de metanol).

111.2.5 Atividade citotoxica de ACL-I:

A atividade citotoxica de ACL-l foi determinada frente a microcrustaceos
(Artemia salina), conforme Meyer et al. (1982). Um total de 5 mg de ovos de Artemia
salina em um litro de agua salina sintética foram incubados com aquecimento sob
ldampada fluorescente. O periodo de incubagdo foi de 36-48 h, quando ocorreu a
eclosdo dos ovos e o surgimento dos nauplios. A seguir, os nauplios foram

incubados na presenca da lectina.
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As amostras de lectina foram usadas nas concentragdes de 1, 5, 10 e 100
pg/mL, em triplicata. Como controle negativo foi utilizada solugdo de agua salina
sintética. Apos 24 h de incubagéo foi realizada contagem do numero de nauplios
sobreviventes, determinando-se a CLso pelo método dos probitos através do teste de
Finney (1971). Os valores foram expressos como média + EPM. Além disso, foi
empregado o teste estatistico de correlagdo com o objetivo de verificar se houve ou

nao citotoxicidade.

11l.2.6 Atividade mitogénica de ACL-I:

A atividade mitogénica da ACL-I foi determinada conforme Sladowski et al.
(1993), em placa de poliestireno estéril de microcultura de células com 96 pogos,
marca TPP, com dimensdes de 128X85X17 mm. A lectina foi incubada em
diferentes concentragdes, em meio RPMI 1640 suplementado com 10 % de soro
fetal bovino endégeno, com células mononucleares de sangue periférico humano

(linfocitos e mondcitos).

As células mononucleares foram coletadas por pung¢ao venosa, sobre EDTA
0,1 M e isoladas por centrifugagcao do sangue a 2300 rpm em centrifuga clinica
durante 10 min em gradiente de Ficoll. A concentragdo de células foi ajustada de
modo a se obter 1,5x10° células em 200 ul de meio RPMI 1640, por pogo. A placa foi

incubada a 37 °C em atmosfera umidificada, contendo 5 % de CO,, durante 72 h.

Quatro horas antes de completar o tempo de incubagao foi adicionado, a cada
microcultura, MTT a 0,5 % em PBS. Apds o término do periodo de incubagao, o
sobrenadante foi aspirado e centrifugado em microcentrifuga Eppendorf, a
temperatura ambiente (20 °C). O sobrenadante foi removido e substituido por DMSO
para dissolver os cristais de formazan formados pela reacido do MTT com as células.
Imediatamente apds este procedimento, os volumes foram transferidos novamente
para a placa de microcultura de células e realizada leitura a 540 nm/620 nm em

leitora automatica de microplacas.

Como controle positivo foi usado PHA-M na concentracao final de 1 % e como

controle negativo apenas RPMI 1640 com células mononucleares.
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Os grupos teste foram comparados ao grupo controle negativo usando
ANOVA (fator unico), com um nivel de significancia de 95 % (p < 0,05). O teste de
Dunnett foi empregado para identificar os grupos diferentes quando indicado pela
ANOVA, através do programa estatistico SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL). Os
valores foram expressos como média £+ EPM, refletindo a média da triplicata de

absorvancia para cada concentracao lectinica utilizada.

11.2.7 Determinacgao da concentragao de proteinas:

A dosagem de proteinas foi realizada pelo método de Lowry et al. (1951),

segundo descrito no capitulo 11, item 11.1.6.
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% de atividade
hemaglutinante

Resultados

Propriedades biolégicas de ACL-I

Especificidade da hemaglutinagao:

Conforme a figura 3.1, a lectina ACL-I ndo mostrou especificidade absoluta de
aglutinagdo para os distintos eritrocitos testados. A lectina aglutinou com maior
intensidade eritrocitos nativos de coelho, caprinos e caninos, além de aglutinar, com
menor intensidade, eritrécitos ovinos, bovinos, de camundongo, rato e de humanos
pertencentes aos grupos sanguineos ABO. A lectina nao aglutinou eritrécitos
equinos, suinos e de galinha. A atividade hemaglutinante para eritrécitos de coelho

foi considerada como a maxima atividade (100 %).
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coelho caninos caprinos ovinos camundongo rato hum O hum AB humB hum A bovinos

eritrocitos

Figura 3.1: Especificidade de aglutinagdo de ACL-I para diferentes eritrécitos.

Inibidores da hemaglutinagao:

Foram testados os seguintes carboidratos: 2-desoxi-D-ribose, L-arabinose, D-
xilose, D-lixose, D-glicose, 2-desoxi-D-glicose, D-manose, D-frutose, D-glicose-1-
fosfato, D-glicose-6-fosfato, acido-D-glicurénico, acido-D-galacturénico, L-sorbose, L-
fucose, D-maltose, L-ramnose, D-celobiose, D-trealose, o-D-melibiose, sacarose, L-
galactose, D-galactose, B-D-lactose, a-D-lactose, metil-a-(D)-manopiranosideo,
metil-a-(D)-galactopiranosideo, = D-galactosamina, D-glicosamina,  N-acetil-D-

manosamina, N-acetil-D-glicosamina, N-acetil-D-galactosamina, acido sialico, N-
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acetil-D-lactosamina, D-melezitose, p-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo, rafinose, N,
N, N’-triacetilquitotriose, dextrano e quitina. As glicoproteinas testadas foram

fetuina, asialofetuina e ovalbumina.

A tabela 3.1 mostra a menor concentracdo apenas dos carboidratos e
glicoproteinas que foram capazes de inibir completamente a atividade

hemaglutinante de ACL-I para eritrocitos de coelho a 2 %.

Tabela 3.1: Inibidores de ACL-I.

Inibidores Concentragao inibitéria minima
N, N', N'-triacetilquitotriose 1,56 mM
N-acetil-D-glicosamina 37,5 mM
N-acetil-D-manosamina 37,5 mM
N-acetil-D-galactosamina 37,5 mM
N-acetil-D-lactosamina >100 mM

Atividade quimiotaxica:

ACL-Il, em presenga de plasma homodlogo, apresentou atividade quimiotaxica
sobre neutrofilos de ratos em relagao ao LPS de Escherichia coli, nas concentragées
de 12,8; 6,4; 3,2; 1,6 e 0,8 ug/mL (figura 3.2). Apenas na concentragao de 0,4 ug/mL
nao foi quimiotaxica (p < 0,05) quando comparada com a migragdo do LPS, mas
induziu a migragdo de neutréfilos em comparagdo com a migragao do controle

negativo.

Os resultados indicaram que a atividade quimiotaxica nao foi dependente da
concentragédo nas concentragdes de 0,8 a 12,8 ug/mL, mas é, se considerarmos as
concentracdes de 0,4 e 0,8 ug/mL em relagdo ao controle negativo. A migracao de

neutrofilos induzida pela lectina € inibida por GIcNAc.
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Figura 3.2: Efeito de ACL-l sobre a migracdo de neutréfilos de rato in vitro. Controle
negativo: solugdo de plasma. Controle positivo: lipopolissacarideo de Escherichia coli
(LPS). Inibidor: GlcNAc 0,2 M. Resultados expressos como média + EPM. *p < 0,05
indica diferencga significativa em relagdo ao controle positivo (ANOVA seguido pelo teste
de Dunnett).

Atividade antioxidante:

N&o foi constatada atividade antioxidante de ACL-I pelo ensaio do p-caroteno
e do DPPH.

Atividade citotoxica:

Foi verificada atividade citotoxica de ACL-l para o microcrustaceo Artemia
salina. A CLs obtida foi de 0,951 £ 2,903 ug/mL pelo método dos probitos. A analise
de correlagao indicou que houve citotoxicidade, pois o r calculado foi superior ao
tabelado: |r| > r g ,056) = 0,740 > 0,632.

Atividade mitogénica:

Os ensaios demonstraram atividade mitogénica de ACL-l frente a células
mononucleares humanas (figura 3.3) nas concentragbes de 32 e 50 ug/mL (p <
0,05), com um pico de mitogenicidade a 32 ug/mL, correspondendo a 75 % da
atividade da lectina de Phaseolus vulgaris (controle positivo), testada sob as

mesmas condicdes experimentais.
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Figura 3.3: Atividade mitogénica de ACL-l para células mononucleares humanas.
Resultados expressos como média + EPM. *p < 0,05 indica diferenga significativa em
relagédo ao controle negativo (ANOVA seguido pelo teste de Dunnett).
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Propriedades biolégicas de ACL-I

Especificidade da hemaglutinagao:

Segundo a figura 3.4, ACL-Il aglutinou principalmente eritrécitos nativos de
coelho e caninos e com menor intensidade eritrocitos de camundongo, rato e de
humanos dos grupos ABO. A lectina ndo aglutinou eritrécitos equinos, suinos,

caprinos, ovinos, bovinos e de galinha.
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coelho caninos camundongo rato humO humAB humB humA

eritrocitos

Figura 3.4: Especificidade de aglutinagdo de ACL-Il para diferentes eritrécitos.

106



Inibidores da hemaglutinagao:

Os inibidores de ACL-II estao relacionados na tabela 3.2 abaixo.

Tabela 3.2: Inibidores de ACL-II.

Inibidores Concentragao inibitéria minima
N, N', N’-triacetilquitotriose 4,69 mM
N-acetil-D-glicosamina 37,5 mM
N-acetil-D-manosamina 37,5 mM
N-acetil-D-lactosamina >100 mM
D-galactose 150 mM
quitina >0,5%
fetuina >0,5%

Os resultados obtidos mostram que ambas as lectinas sao inibidas por
carboidratos contendo o grupo 2-N-acetil e que o melhor inibidor € N, N', N’-
triacetilquitotriose. Além disso, diferente de ACL-I, ACL-Il é também inibida por D-

galactose, quitina e fetuina, mas n&o por GalNAc.
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Discussao

Ha varios relatos na literatura de atividades biologicas de lectinas
provenientes de esponjas marinhas. Lectinas foram primeiramente descritas em
esponjas por Dodd, MacLennan e Hawkins (1968) em extratos de Cliona celata e de

Axinella sp. Neste estudo, extratos de Axinella sp. aglutinaram eritrocitos de ganso.

A atividade hemaglutinante e a inibicdo da atividade por carboidratos e por

glicoproteinas sao as atividades bioldgicas mais descritas na literatura.

Os ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante mostraram que ambas as
lectinas eram inibidas por GIcNAc, por seu epimero ManNAc (N-acetil-D-
manosamina) com a mesma intensidade e fracamente por LacNAc (N-acetil-D-
lactosamina). N, N’, N’-triacetilquitotriose foi o melhor inibidor, com intensidade
aproximada de 24 vezes para ACL-I em comparagdo com GIcNAc e ManNAc. No
entanto, a diferengca marcante entre as duas lectinas é que ACL-II foi inibida também
por galactose e quitina, forma polimérica de GIcNAc, mas néo por GalNAc. ACL-I é a
primeira lectina testada e inibida tanto por GIcNAc e GalNAc, como por ManNAc e
LacNAc.

A galactose é o carboidrato inibidor mais freqliente das lectinas de esponjas
marinhas, como a de Axinella dissimilis (Bretting et al., 1981a), lectinas | e Il de
Axinella polypoides (Bretting; Kabat, 1976), Aphrocallistes vastus (Gundacker et al.,
2001), Cinachyrella alloclada (Atta et al., 1989), Cliona varians (Moura et al., 2006),
Desmapsama anchorata (Atta et al., 1990), lectina | de Dysidea herbacea (Kamiya et
al., 1985), Halichondria panicea (Kamiya; Muramoto; Goto, 1990), Haliclona cratera
(Pajic et al., 2002) e Pellina semitubulosa (Engel et al., 1992).

A inibicdo de ACL-Il por quitina pode relaciona-la a uma funcéo de defesa da
esponja, tendo em vista a quitina ser um polimero de GIcNAc, constituinte da parede
celular de fungos. Por outro lado, a ACL-Il teria 2 sitios distintos de ligacdo a
carboidratos. Um deles para ManNAc, GIcNAc e seus derivados oligossacaridicos,
como a quitina. Como ACL-Il ndo ¢ inibida por GalNAc, isso indica que a orientagao

da hidroxila num arranjo equatorial em C4 é necessaria para a atividade lectinica, ao
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contrario do que ocorre para ACL-I. O segundo sitio seria para galactose e, ainda,
para fetuina. Como a fetuina € uma glicoproteina contendo glicoconjugados
complexos, contendo galactose, supbe-se que o CRD desse sitio apresente
multiplos pontos de interacdo com glicanos complexos. Em virtude da atividade
hemaglutinante de ACL-Il corresponder a somente 10 % do total da atividade de

ACL-I, nao foi possivel aprofundar os estudos sobre a mesma.

ACL-I é inibida por carboidratos contendo o grupamento N-acetil. Em relagéo
a isso ha semelhangas no padrao de inibicdo de varias outras lectinas de esponjas
marinhas. A lectina HOL-| de Halichondria okadai reconhece carboidratos contendo
o grupo N-acetil (como GIcNAc, GalNAc e derivados de mono e oligossacarideos
destes), ao passo que a HOL-2 é inibida por LacNAc e seus analogos (Kawagishi et
al., 1994). Para estas lectinas, o grupo N-acetil seria necessario para o
reconhecimento lectinico. Outra esponja com caracteristicas semelhantes é a de
Aaptos papillata. Esta esponja apresenta 3 lectinas. A lectina | é inibida por N, N';, N,

N”-tetraacetilquitotetraose, N, N, N’-triacetilquitotriose e GIcNAc. A lectina Il
reconhece N, N’, N’-triacetilquitotriose, N, N', N, N”’-tetraacetilquitotetraose, GIcNAc
e GalNAc, ao passo que a lectina Il é inibida por GIcNAc e GalNAc (Bretting et al.,
1976). Além disso, da mesma forma que a ACL-I, varias outras lectinas de esponjas
reconhecem GalNAc, como a de Cinachyrella alloclada (Atta et al., 1989),
Desmapsama anchorata (Atta et al., 1990), lectinas | e |l de Geodia cydonium
(Bretting et al., 1981b) e de Haliclona cratera (Pajic et al., 2002). Em relacdo a
GIcNAc, a lectina isolada de Suberites domuncula também é inibida por este

carboidrato (Schroder et al., 2003).

No que se refere ao género Axinella somente a lectina de Axinella dissimilis é
inibida também por GalNAc (Bretting et al., 1981a), pois as lectinas de Axinella
polypoides o s&o por galactose e derivados da mesma (Bretting; Kabat, 1976), o que
nos leva concluir que ha uma grande variagéo na especificidade de reconhecimento

dos carboidratos pelas lectinas dentro do préprio género Axinella.

ACL-l aglutinou com maior intensidade eritrécitos de coelho, caprinos e
caninos, ao passo que ACL-Il aglutinou principalmente eritrécitos de coelho e
caninos, de modo que nenhuma das duas lectinas apresentou especificidade

eritrocitaria absoluta. As lectinas do género Axinella apresentam relativa
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semelhanca. As lectinas das esponjas Axinella dissimilis e Axinella corrugata
aglutinam eritrocitos humanos e de coelho e as lectinas | e Il de Axinella polypoides
aglutinam somente eritrécitos humanos. Cabe salientar ainda que a lectina de
Axinella dissimilis aglutina eritrocitos de coelho e de humanos com a mesma
intensidade, enquanto que ACL-I e ACL-Il, purificadas neste trabalho, aglutinam

eritrécitos de coelho com maior intensidade que eritrocitos humanos.

No geral, lectinas purificadas de esponjas marinhas aglutinam na sua grande
maioria eritrécitos humanos, como as de Aaptos papillata (Bretting et al., 1976),
Anthosigmella varians (Atta; Cunha; Peixinho, 1992), Cinachyrella alloclada (Atta et
al., 1989), Cliona varians (Moura et al., 2006), Desmapsama anchorata (Atta et al.,

1990), lectina | de Dysidea herbacea (Kamiya et al., 1985), dentre outras.

As lectinas de Chondrilla nucula (Schroder et al., 1990), Craniella australiensis
(Xiong et al., 2006), lectina | de Dysidea herbacea (Kamiya et al., 1985),
Halichondria panicea (Kamiya; Muramoto; Goto, 1990), Phyllospongia foliascens
(Kamiya et al., 1986) e a lectina de Pellina semitubulosa (Engel et al., 1992) também
aglutinam eritrocitos de coelho e de humanos. A lectina de Craniella australiensis
(Xiong et al., 2006) reconhece eritrocitos de camundongo, além de humanos. Ainda,
as lectinas de Crambe crambe (Dogovic et al., 1996), Craniella australiensis (Xiong
et al., 2006), Halichondria panicea (Kamiya; Muramoto; Goto, 1990), Haliclona
cratera (Pajic et al., 2002) e Pellina semitubulosa (Engel et al., 1992) aglutinam

eritrocitos ovinos, além de humanos, como a de ACL-I.

N&o foi encontrada na literatura nenhuma outra lectina isolada de esponja
marinha aglutinando eritrécitos caninos e caprinos, mas apenas em extratos
aquosos de esponjas (Dresch et al., 2005), o que revelou uma caracteristica de
especificidade de ACL-I, distinta das outras lectinas de esponjas até o momento
purificadas. Cabe salientar que depois dos eritrocitos de coelho, os caninos e
caprinos foram os que mais aglutinaram pela agado de ACL-Il. A lectina de Craniella
australiensis (Xiong et al., 2006) aglutina eritrécitos de galinha, ao contrario de ACL-I
e ACL-II.

Em relagdo a ACL-Il, os eritrocitos que foram aglutinados por esta lectina

seguiram a mesma intensidade de aglutinagédo que a de ACL-l. Além disso, ambas
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as lectinas nao aglutinaram eritrocitos equinos e suinos, 0 que novamente comprova
alguma semelhanca entre ACL-Il e ACL-l. Contudo, ACL-Il ndao reconheceu

eritrocitos caprinos, ovinos e bovinos, reconhecidos pela ACL-I.

Ha inumeros relatos sobre o uso de lectinas vegetais na avaliacdo da
migracdo de neutrofilos, tanto in vitro quanto in vivo, com resultados positivos
comparaveis aos encontrados nesse trabalho. A lectina ACL-I avaliada no presente
estudo mostrou ser quimiotaxica nas concentragdes de 0,8 a 12,8 ug/mL. Verificou-
se que a migragcao de neutrofilos induzida por ACL-I foi mediada por dominio de
reconhecimento de carboidrato, pois foi inibida pela incubagdo concomitante com
0,2 M de GIcNAc.

Benjamin e colaboradores (1997) demonstraram em ratos que soy bean
agglutinin (SBA), isolada de sementes de feijao de soja, induziu atividade
quimiotaxica in vitro, em concentra¢des de 0,5 a 5 uM. Além disso, no ensaio in vivo,
a injecao i.p. (intraperitoneal) de SBA (50-200 pg) provocou significante acumulo de
neutrofilos na cavidade peritoneal, apés o periodo de 4 horas. O efeito foi dose

dependente, perdurando até as primeiras 24 horas.

Em outro trabalho, foi verificado que apenas 3,8 uM da lectina de sementes
de Vatairea macrocarpa foi quimiotaxica apos injecao i.p. em ratos, com resultado
significativo em relacdo ao controle até 8 horas apods a injecdo. A migragcéo de
neutrofilos ao peritbneo foi causada provavelmente pela liberacdo de fatores
quimiotaxicos (citoquinas) por macréfagos residentes em reagado a VML (lectina de

Vatairea macrocarpa) (Alencar et al., 2003).

ACL-I apresentou uma concentragdo quimiotaxica minima de 0,8 ug/mL, o
que €& uma concentragdo relativamente baixa. Por outro lado, Alencar e
colaboradores (2005) constataram que 300 ug/mL da lectina dos tubérculos de Arum
maculatum eram necessarias para atividade quimiotaxica da mesma in vitro. O
ensaio in vivo, apos o periodo de 4 horas de injecdo na cavidade intraperitoneal de
ratos, revelou que essa lectina causou uma maior migracdo de neutréfilos na

concentragéo de 200 pg/mL.
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Contudo, a lectina frutalina induz migracéo de neutroéfilos in vitro, mas com
uma quimiotaxia dependente da concentragéo, na faixa de 0,5 a 3 ug/mL (Brando-
Lima et al., 2005). Da mesma maneira, a lectina de Euphorbia milii € quimiotaxica in
vitro na faixa de 10 a 40 ug/mL e in vivo esta lectina é quimiotaxica e o efeito é

dependente da concentragdo, na faixa de 2 a 8 ug/mL (Dias-Baruffi et al., 2000).

Por outro lado, lectinas de esponjas marinhas tém sido pouco estudadas no
que se refere a acao inflamatéria. Queiroz e colaboradores (2008) registraram que a
injecdo intraperitoneal em camundongos da lectina de Cliona varians (50
pg/cavidade) produziu uma maxima migracdo de leucocitos 24 horas apds a
administragdo. Além disso, os autores verificaram que a atividade quimiotaxica
diminuiu com a injecao prévia de inibidores da liberagcdo de citoquinas, indicando
que a migracao de neutrdéfilos desencadeada pela lectina é mediada via liberagdo de
citoquinas por macrofagos residentes na cavidade peritoneal dos animais. Nado ha
relatos na literatura da atividade quimiotaxica in vitro de lectinas de esponjas

marinhas, como foi obtido nesse trabalho.

Ainda restam duvidas se ACL-l exerce quimiotaxia também por um
mecanismo indireto, como descrito anteriormente por Alencar et al. (2003) e Queiroz
et al. (2008). Os dados sugerem que a lectina apresenta uma agao pro-inflamatoria,
constituindo numa ferramenta importante no estudo de eventos celulares

relacionados a inflamagéo.

Nao foram encontrados registros quanto a verificagcdo de atividade
antioxidante de lectinas em relagdo ao DPPH e ao B-caroteno. Neste sentido,
também houve negatividade do ensaio de ACL-I frente ao DPPH e ao p-caroteno. A
lectina apresentou citotoxicidade contra Artemia salina, além de marcar células
transformadas (resultados que serdo apresentados no capitulo Ill), podendo talvez
apresentar uma atividade citotoxica para as mesmas linhagens em uma maior

concentracio, o que nao foi testado neste trabalho.

Da mesma forma, nao foi encontrado na literatura nenhuma referéncia quanto
ao ensaio de lectinas frente a Artemia salina. Julgou-se importante realizar este
ensaio pois as esponjas marinhas convivem com inumeros organismos no ambiente

marinho, inclusive microcrustaceos, como a Artemia salina. Mediante os resultados
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obtidos acredita-se que ACL-I pode proteger a esponja Axinella corrugata do ataque

por aquele invasor.

A descoberta da atividade mitogénica in vitro de lectinas vegetais sobre
linfécitos em 1960 por Nowell abriu um novo campo de pesquisa na ciéncia humana.
As lectinas mais empregadas como moléculas modelo em estudos de
mitogenicidade sao PHA-L, ConA e PWM (lectina mitdgena de Pokeweed). A partir

dai foram descobertas também varias lectinas mitogénicas em esponjas marinhas.

No presente trabalho verificou-se que ACL-lI de Axinella corrugata possui
atividade mitogénica frente a células mononucleares humanas nas concentragcdes de
32 e 50 pg/mL, com um comportamento semelhante a lectina de Cinachyrella
alloclada, mitogénica para linfécitos humanos na concentragdo de 35 ug/mL (Atta et
al., 1989). Por outro lado, outras lectinas descritas na literatura foram mitogénicas
para linfécitos numa concentragdo menor em comparagao a ACL-I, como a lectina |
de Geodia cydonium (concentragdo 6tima de 13 ug/mL para linfécitos humanos)
(Bretting et al., 1981b), a de Crambe crambe (concentragao o6tima de 10 pyg/mL para
linfécitos humanos) (Dogovic et al., 1996) e a de Pellina semitubulosa (concentragao
6tima de 3 ug/mL para linfocitos de camundongo) (Engel et al., 1992). Segundo Atta
e colaboradores (1990), a lectina de Desmapsama anchorata também foi mitogénica
frente a linfécitos humanos. Além disso, a lectina de Craniella australiensis foi um
potente mitdgeno em comparagdo com ACL-l, mas contra esplendécitos de
camundongo, com um maximo de atividade na concentracao de 0,78 ug/mL (Xiong
et al., 2006).

Mediante os resultados obtidos ndo € possivel afirmar sobre qual fragdo de
célula mononuclear humana (linfécitos ou mondcitos) atua ACL-I. Ha inumeros
relatos sobre o efeito mitogénico de lectinas isoladas de esponjas marinhas sobre
linfécitos T. Engel e colaboradores (1992) verificaram alta atividade mitogénica da
lectina de Pellina semitubulosa sobre linfocitos T de camundongos (concentragao
ideal de 30 ug/mL), além de causar forte liberagdo de interleucina 1 de macrofagos e
de interleucina 2 de linfécitos T de camundongo, de forma mais intensa na
concentracao de 2,5 ug/mL. Das quatro lectinas purificadas de Axinella polypoides, a

lectina | apresentou forte efeito mitogénico em linfécitos T humanos na faixa de 10-
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40 pug/mL, ao passo que a lectina Il foi fracamente mitogénica a 50 ug/mL (Phillips;
Bretting; Kabat, 1976). A lectina de Crambe crambe também foi mitogénica para
linfécitos T humanos (Dogovic et al., 1996). A lectina de Haliclona cratera somente
foi fracamente mitogénica na concentragéo de 15 pug/mL sobre linfécitos T humanos

pré-incubados com PHA a 5 ug/mL (Pajic et al., 2002).

Os resultados obtidos sugerem que a ACL-l poderia ser usada como
ferramenta em estudos de imunomodulacdo. Contudo, falta esclarecer se esta
lectina exerce também efeito sobre a liberagdo de interleucinas por macréfagos e

por linfécitos, ndo sendo o objetivo desse trabalho.
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Capitulo IV
Localizagao de ACL-I nos tecidos da esponja Axinella

corrugata por imuno-histoquimica

Introducgao

Polimeros de carboidratos (glicanos) servem como elementos estruturais e de
suporte nas paredes celulares de bactérias e de plantas, bem como, nos tecidos
conectivos e nas células animais. Nos animais servem, ainda, como elementos de
adesdo celular. A identificacdo de polissacarideos constituiu ao nivel histolégico um

importante capitulo na histoquimica animal (Danguy; Kiss; Pasteels, 1988).

Durante a evolucdo de eucariotos unicelulares para animais multicelulares, as
lectinas e seus receptores exerceram um papel fundamental. Pode-se dizer que as
lectinas comegaram a sua jornada evolutiva como moléculas de adeséo promovendo
o reconhecimento celular e a adesao especifica. Dessa forma, desempenharam uma
fungdo primordial no desenvolvimento de todos os animais em decorréncia da

diversificagao de fungdes que surgiram com o processo evolutivo (Kilpatrick, 2000).

A localizagdo das lectinas nos tecidos por imuno-histoquimica pode ser
realizada através de duas maneiras, utilizando o método direto e o indireto. O
método direto consiste em produzir anticorpo contra a lectina e conjuga-lo a
marcadores, principalmente fluorocromos, biotina e peroxidase, seguido de
visualizacdo em microscopia 6ptica. No método indireto produz-se o anticorpo
primario e o0 mesmo é também usado para producdo de anticorpo secundario.

Assim, a lectina no tecido € marcada com seu anticorpo que por sua vez é ligado ao



anticorpo secundario. Este € conjugado ao marcador, seguido de analise em

microscopia optica (Danguy; Kiss; Pasteels, 1988; Griin et al., 2006).

A maioria dos dados moleculares e de biologia celular moderna relativo a
esponjas foram obtidos a partir de estudos com Suberites domuncula e Geodia
cydonium. A adesdo celular em esponjas inclui interagbes célula-célula e matriz
extracelular-célula. A maioria das células das esponjas ndo exibe contato direto
entre suas membranas plasmaticas, mas sim, a adesao celular é feita através da
matriz extracelular. Em Geodia cydonium isto € mediado por um complexo
proteoglicano extracelular, conhecido como fator de agregacéo que age como uma
ponte entre receptores protéicos de células adjacentes. Contudo, o fator de
agregacao une duas células por ligagdo a um receptor de agregagao presente na
superficie celular que apresenta dominio SRCR (Mdller, 2001; Harwood; Coates,
2004). Em algumas esponjas tal processo de adesao celular € mediado por lectinas.
Proteinas contendo dominios SRCR compreendem uma superfamilia que inclui 2
membros em invertebrados e inumeras proteinas em vertebrados. Em vertebrados
participam de endocitose ou participam na ligacdo a lectinas (Mduller, 1997;
Blumbach et al., 1998).

Entretanto, o receptor do fator de agregacado contém ainda um dominio RGD
(sequéncia de adesao celular formado por arginina-glicina-acido aspartico) com o
tripeptideo arginina-glicina-aspartato que liga-se a integrina das membranas
plasmaticas celulares. Proteinas contendo o sitio de ligagdo RGD associadas a
integrina, que serve como seu receptor, constitui 0 maior sistema de reconhecimento
na adeséo celular, influenciando e regulando outras fungdes, como migragao celular,
crescimento, diferenciagdo e apoptose. Integrinas de esponjas que reconhecem o
dominio RGD formariam um bloco com o fator de agregagado mediando a agregagao
celular (Ruoslahti, 1996; Harwood; Coates, 2004).

A associagao de esponjas com microrganismos € uma caracteristica comum
do filo Porifera, cuja microbiota varia de esponja para esponja. Varios aspectos
diferem conforme a espécie estudada: densidade de microrganismos, sua
localizagdo na estrutura da esponja, diversidade genética e morfologica e as
relagdes estabelecidas com o hospedeiro. Os microrganismos sao principalmente

encontrados no mesoilo da esponja, mas também situam-se nos coandcitos, sistema
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aquifero, na pinacoderme ou intracelularmente (como em vacuolos celulares),
englobando bactérias, cianobactérias e outras algas, anaerdbios facultativos e seres
pertencentes ao reino Archaea (reino formado por seres unicelulares com
caracteristicas diferentes das bactérias, animais, plantas e dos fungos). Ha
descrigbes de simbiose entre esponja-microrganismo, onde o hospedeiro pode se
beneficiar: pela produgado e transferéncia de nutrientes; pela fagocitose e digestao
intracelular de bactérias do mesoilo; pelo transporte de produtos de excrecédo e
metabdlitos ativos; pela defesa quimica e pela contribuicdo para a estrutura
mecanica da esponja. Provavelmente, o simbionte beneficia-se por estar num meio
protegido e com fluxo de nutrientes (Margot et al., 2002; Gaino; Rebora, 2003;
Webster et al., 2004).

Investigagbes na interagdo quimica entre esponjas e outros organismos,
normalmente, conduzem a elucidagao de novas propriedades biologicas do filo
Porifera, como antibacteriana, antifungica, citotoxica, antimitética, etc. Em
comparagao com a maioria dos invertebrados marinhos sedentarios, esponjas tém
um alto nivel incomum de atividade bioldgica. Inumeros estudos tém correlacionado
a presencga de tais atividades em esponjas sob condi¢cdes ecoldgicas particulares
como: altos niveis de agressdo quimica em ambientes saturados (alelopatia);
propriedades de defesa quimica (toxicidade) em ambientes mais expostos para
desencorajar a predacgao; resposta imunolégica provocada pela presenga de

microrganismos (Hooper et al., 1992).

Margot et al. (2002) citam a associagao entre o reino Archaea e trés espécies
de esponjas do Mediterrdaneo pertencentes ao género Axinella: A. damicornis, A.
verrucosa e Axinella sp. Estas esponjas abrigam uma alta concentragéo de Archaea
no colageno que rodeia as espiculas silicosas que formam seu esqueleto. Estudos
moleculares e morfolégicos dos filamentos do reino Archaea tém revelado que cada
espécie de esponja se associa com um filotipo especifico de Archaea (relagao
espécie especifica), mas todos estritamente relacionados. Os autores acreditam que
se trate de uma associagao simbidtica tendo que ser determinado o tipo de relacbes
metabdlicas e/ou bioquimicas existentes. Schleper et al. (1998) caracterizaram
molecularmente a coexisténcia de duas linhagens muito préximas de Cenarchaeum
symbiosum (pertencente ao reino Archaea) com a esponja Axinella mexicana, do

Oceano Pacifico, Archaea também profundamente relacionado com os trés filotipos
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de Archaea citados anteriormente por Margot et al. (2002). Sua localizagao fisica na
esponja ainda esta sob investigacao. A associagdo Archaea-esponja marinha foi

originalmente descoberto por Preston et al. (1996) em Axinella mexicana.

Alguns dos metabdlitos secundarios detectados em esponjas podem ser
produtos de biossintese por simbiontes comumente associados as mesmas,
exercendo assim um importante papel no mecanismo de defesa das esponjas
(Margot et al., 2002).

Em virtude da possibilidade da existéncia de simbiose ou contaminagédo da
esponja por um organismo contendo lectina, o objetivo deste capitulo foi localizar por
métodos imuno-histoquimicos a presenca da lectina majoritaria (ACL-l) de Axinella
corrugata nos tecidos da esponja marinha, com fins de provar de se tratar de uma
proteina inata da esponja e ndo proveniente de outro organismo ou microrganismo

marinho associado.
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IV.1 Materiais e Métodos

IV.1.1 Matéria-prima:

A esponja marinha Axinella corrugata foi o material de estudo neste capitulo,

conforme descrito no item 1.1.1.

IV.1.2 Obtengao da lectina ACL-I:

ACL-I foi obtida segundo o método de isolamento e de purificagdo descritos
no capitulo II.

IV.1.3 Produtos, reagentes quimicos e equipamentos:

A seguir esta relacionada a procedéncia das matérias-primas e equipamentos
mais importantes para a realizacido desse trabalho:

DAB (3,3’- diaminobenzidina) - Fluka (Buchs, Suica).

Antisoro de coelho anti-IgG de camundongo marcado com peroxidase (Dako,
Glostrup, Dinamarca) cedido, gentilmente, pelo Laboratério de Parasitologia do
Instituto de Ciéncias Basicas da Saude/UFRGS.

Acrilamida, N,N’-metilenobisacrilamida e glicina - Amersham (Uppsala, Suica).

Tris - USB (Cleveland, OH, EUA).

TEMED - INLAB (Sao Paulo, SP, Brasil).

APS - Serva (Heidelberg, Alemanha).

Albumina bovina cristalina fragdo V (BSA), adjuvante completo e incompleto
de Freund - Sigma (St. Louis, MO, EUA).

EDTA - Merck (Darmstadt, Alemanha).

Membrana de nitrocelulose - Gibco (Grand Island, NY, EUA).

Centrifuga clinica modelo Excelsa 4 - Fanem (S&o Paulo, Brasil).

Sistema Mini Trans-blot® - Bio-Rad (Hercules, EUA).

Microtono E. Leitz - Leitz (Wetzlar, Alemanha).

Microscopio éptico de campo claro PM-20 (BX 41) - Olympus (Toquio, Japao).
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Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.
Todas as solugbes foram preparadas com agua destilada purificada no
sistema Milli-Q Plus, Millipore (Bedford, MA, EUA).

IV.1.4 Animais:

Os animais empregados para a produgdo de anticorpos policlonais contra

ACL-I foram camundongos CF1 machos, pesando de 20 a 25 g.

Os animais foram provenientes da Fundagdo Estadual de Protegao e
Pesquisa em Saude do RS e mantidos no Biotério do Departamento de Bioquimica
da UFRGS, com livre acesso a ragao e agua, em ambiente com temperatura e

umidade controladas (20 + 1 °C e 60 + 3 %, respectivamente) e ciclo de luz de 12 h.

IV.1.5 Producao de anticorpos policlonais:

A producgao dos anticorpos policlonais foi realizada pela injecéo intraperitoneal
nos camundongos de 15 ug de ACL-l purificada e emulsificada com adjuvante
completo de Freund, num volume maximo de aplicagdo de 1 mL/100 g de peso.
Apds um intervalo de 15 dias, 4 outras aplicagées de 10 ug de lectina em adjuvante
incompleto de Freund, foram administradas aos animais com intervalos de 4 dias
entre cada uma. Apo6s 5 dias da ultima aplicagdo, os camundongos foram
sacrificados por exsanguinamento para a coleta do sangue. O anticoagulante usado
foi EDTA 0,2 M (1:20).

O sangue foi centrifugado em centrifuga clinica a 1200 rpm, por 15 min, a
temperatura ambiente de 20 + 1 °C, sendo o plasma obtido submetido a nova

centrifugacdo. Por fim, o antisoro foi armazenado a -18 °C até o momento do uso.

IV.1.6 Determinacao da presencga de anticorpos anti-ACL-l:

Os anticorpos policlonais anti-ACL-l foram detectados por Western blotting

tomando por referéncia Towbin; Staehelin e Gordon (1979).
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A lectina foi submetida a eletroforese nativa em gel de poliacrilamida a 11 %,
pH 8,3, (PAGE), segundo Laemmli (1970).

A transferéncia da amostra lectinica, apos a eletroforese, para uma membrana
de nitrocelulose, foi conduzida por eluigao eletroforética utilizando-se o sistema Mini

Trans-blot®.

Para cada gel de poliacrilamida foi montado um sanduiche de transferéncia na
célula “trans-blot” da seguinte forma: sobre uma ou duas folhas de papel de filtro
Whatman 3MM dispostas sequencialmente, embebidas em tampéo de transferéncia
(Tris-NaOH 25 mM, glicina 192 mM, pH 8,3 em metanol 10 %) e antecedidas por um
feltro poroso, foi colocado o gel seguido de uma membrana de nitrocelulose de
0,45 mm de porosidade, previamente equilibrada em tampé&o de transferéncia. Sobre
a membrana de nitrocelulose foram colocadas mais uma ou duas folhas de papel de
filtro Whatman 3MM e um filtro poroso, também embebidos no mesmo tampao. A
eletrotransferéncia foi realizada por um periodo de trés horas, sob corrente constante
de 1 mA/cm? do gel, utilizando o tampao de transferéncia mencionado anteriormente,
ou, entdo, durante a noite, com 5-7 V e 10-20 mA. Passado este periodo, o
sanduiche de transferéncia foi desfeito e a membrana de nitrocelulose submetida ao

processo de imunodetecgao.

A membrana de nitrocelulose foi imersa em PBS contendo leite em p6 a 5 %
com Tween 20 a 0,01 % e, sequencialmente, na solugdo contendo anticorpos
policlonais anti-ACL-l produzidos em camundongo, na proporgdo de 1:100 (v/v), e
por fim na solugéo contendo antisoro de coelho anti-IgG de camundongo conjugado
com peroxidase, diluido 1:1000 (v/v), com incubacdo de 1 hora em cada uma destas
trés etapas. As solugdes contendo os anticorpos foram preparadas em PBS como
citado anteriormente. Apdés o tratamento com cada solucdo com anticorpos, o
material foi lavado com PBS contendo Tween 20 a 0,01 %, com 3 trocas de solucéo

num periodo de 15 minutos.

Para a detecgao das bandas protéicas foi utilizada uma solugdo de DAB a
0,05 % em PBS e 150 uL de peréxido de hidrogénio 30 volumes para cada 50 mL de

solugéo. Apds 10 minutos de incubagao no escuro a membrana de nitrocelulose foi
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lavada rapidamente varias vezes com agua destilada, seca entre papel de filtro
Whatman 3MM e fotografada.

IV.1.7 Imunolocalizagao da lectina ACL-l na esponja Axinella corrugata

por MO de campo claro:

Para o ensaio de imunolocalizagéo pelo método indireto da ACL-l na esponja
Axinella corrugata foram obtidas segdes transversais em micrétono de deslizamento
E. Leitz, com 5-12 um de espessura, de material previamente fixado em etanol a
70 °GL. As secgdes foram lavadas em PBS por 15 min com troca de solugédo a cada
5 min e, em seguida, tratadas com albumina bovina a 1 % em PBS, por 2 h, seguido

de lavagem rapida em PBS (3X).

A peroxidase enddgena foi inativada com solugéo contendo metanol: peroxido
de hidrogénio 30 volumes (97:3) (v/v), durante 30 min, seguido novamente de

lavagem com PBS (3X).

Posteriormente, foi realizada incubacao das se¢des com o antisoro anti-ACL-I,
previamente diluido 1:10 v/iv em PBS contendo albumina bovina a 1 %, durante 2 h,
seguido de lavagem com PBS (3X). Apés, aplicou-se antisoro de coelho anti-lgG de
camundongo conjugado com peroxidase na proporgdao de 1:100 v/v em albumina
bovina a 1 % em PBS. Decorridas 2 h de incubagédo o material foi novamente lavado
com PBS (3X).

A revelagéo foi realizada conforme Graham Jr. e Karnovsky (1966), utilizando
1,5 mg de DAB em 5 mL de solugéo tampéo Tris-HCI 0,05 M, pH 7,6, contendo agua
oxigenada a 0,01 % (10 volumes), seguido de lavagens rapidas com solugdo de
sulfato de cobre a 0,5 % em PBS (p/v), e montagem entre lamina e laminula com

balsamo do Canada sintético.

O material foi observado em microscopio 6ptico de campo claro Olympus PM-
20 (BX 41).
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Como controle negativo foi utilizada albumina bovina a 1 % em PBS nas
secoes ao invés de antisoro anti-ACL-l ou entdo analise das seg¢des transversais

sem adicao de reagentes. Todos os experimentos foram realizados em triplicata.
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Resultados e Discussao

Western blotting:

A presenca e a especificidade dos anticorpos policlonais contra ACL-I foi
avaliada por Western blotting. ACL-l foi capaz de produzir anticorpos em
camundongos. Além disto, pode-se confirmar o alto grau de pureza da proteina
lectinica pela visualizagdo de uma unica banda de alta massa molecular na
membrana de nitrocelulose tratada com anticorpos policlonais anti ACL-l, conforme

pode ser observado na figura 4.1.

Figura 4.1: Imunodeteccdo da ACL-I por Western blotting. Membrana de nitrocelulose incubada com
anticorpos policlonais anti-ACL-l produzidos em camundongos, seguida de incubagdo com antisoro de
coelho anti-lgG de camundongo conjugado com peroxidase e revelagao com DAB.
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Imunolocalizagao:

Os resultados da imunolocalizagdo da ACL-I nas sec¢des de Axinella corrugata
podem ser visualizados nas figuras 4.2a, 4.2b e 4.2c abaixo, comprovando-se que a
lectina é realmente sintetizada pela esponja e ndo por microrganismos presentes

nos tecidos da mesma. As figuras 4.2d e 4.2e mostram os controles negativos.

Figuras 4.2: Imunolocalizagado de ACL-I em sec¢bes da esponja Axinella corrugata.

Figuras 4.2a: Secéo transversal dos tecidos de Axinella corrugata — imunolocalizagdo da
lectina com emprego de anticorpos policlonais anti-ACL-l produzidos em camundongos, seguido de
conjugacao com anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase e revelagdo com DAB. Detalhe
da presenca de células com vesiculas arredondadas no interior das mesmas, de coloragdo marrom
avermelhada (400X).

Figura 4.2b: Secgéo transversal dos tecidos de Axinella corrugata, evidenciando a presencga de
células com vesiculas e de uma possivel cdmara coanocitaria. Imunolocalizagdo da lectina com
emprego de anticorpos policlonais anti-ACL-l produzidos em camundongos, seguido de conjugagao
com anti-lgG de camundongo marcado com peroxidase e revelagdo com DAB. 1. células com
vesiculas; 2. provavel cdmara coanocitaria (400X).

Figura 4.2c: Secéao transversal dos tecidos de Axinella corrugata, evidenciando a presenca de
células com vesiculas e de espiculas. Imunolocalizagdo da lectina com emprego de anticorpos
policlonais anti-ACL-l produzidos em camundongos, seguido de conjugagdo com anti-IgG de
camundongo marcado com peroxidase e revelagdo com DAB. Detalhe da presenga de espiculas
(100X).
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Figura 4.2d: Secéo transversal dos tecidos de Axinella corrugata — controle negativo da
imunolocalizagdo da ACL-I, com adigdo de albumina bovina a 1 % em PBS em substituicdo ao
antisoro anti-ACL-I (400X).

Figura 4.2e: Secéo transversal dos tecidos de Axinella corrugata — controle negativo da
imunolocalizagdo da ACL-I, sem adigédo de reagentes (400X).

A revelacdo da peroxidase com diaminobenzidina evidenciou nas sec¢des de
Axinella corrugata inumeras células com vesiculas de coloragdo marrom
avermelhada, segundo mostrado na figura 4.2c. Esta coloragao surgiu devido a
formagado de um polimero insoluvel de coloragao marrom. Além disso, foi possivel
observar varias espiculas ao longo do material. As figuras 4.2a e 4.2b mostram com
mais detalhes as células. Elas se caracterizam por apresentar muitas vesiculas
arredondadas em seu interior que ocupam quase todo o espago celular,
comprimindo o citoplasma para as margens. No centro da figura 4.2b pode estar

presente uma camara coanocitaria.

A figura 4.2d representa o controle negativo com omissao dos anticorpos anti-
ACL-l. A figura 4.2e se refere ao material sem adicdo de reagentes. Nao ha
diferenga significativa entre os controles negativos, mostrando que o material
apresenta estruturas coradas naturalmente, mas com muito menor intensidade do

que nas segdes tratadas com os anticorpos contra ACL-I e reveladas com DAB.

Mediante os resultados imuno-histoquimicos obtidos no presente trabalho,
pode-se deduzir que as inUmeras células contendo vesiculas de coloragdo marrom
avermelhada sejam células esferulosas, como também ja foi demonstrado na
esponja Axinella polypoides por Bretting e Kodnigsmann (1979). As células
esferulosas em Axinella polypoides contém praticamente um nucleo pequeno e

vesiculas de diferentes tamanhos e numeros (4 a 30). Pequenas e grandes
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vesiculas podem ser encontradas na mesma célula ou com predominio de algum

tipo de vesicula.

A presenga da ACL-l nas vesiculas de células esferulosas faz supor que a
mesma seja sintetizada e estocada no interior de vesiculas, assim como foi
constatado para as lectinas | e |l de Axinella polypoides (Bretting; Konigsmann,
1979; Bretting et al.,1983).

Bretting e colaboradores (1983) investigaram a distribuicdo das lectinas | e Il
de Axinella polypoides, especificas a D-galactose, nos tecidos da esponja por
imuno-histoquimica, usando marcador peroxidase, sendo a visualizagdo realizada
por microscopia Optica por contraste interferencial. O emprego de anticorpo
monoespecifico para a lectina | provocou a coloragao intensa das vesiculas grandes
de células esferulosas (SCLV), ao passo que as vesiculas pequenas (SCSV)
coraram-se fracamente, indicando que a lectina | esta presente preferencialmente

nas SCLV e que a lectina Il é principalmente encontrada em SCSV.

Os ensaios realizados no presente trabalho n&o permitiram a
imunolocalizac&o da lectina Il nos tecidos da esponja Axinella corrugata, em virtude
da pequena quantidade de material obtido para esta lectina. Entretanto, supbe-se
que a distribuicdo de ACL-l e ACL-Il nos tecidos de Axinella corrugata siga um
comportamento similar ao das lectinas | e Il de Axinella polypoides. Talvez ACL-II
seja a lectina inicialmente produzida nas células esferulosas de Axinella corrugata,
sendo posteriormente convertida em ACL-l, a lectina majoritaria dessa esponja.
Hipotese semelhante foi comprovada por Bretting e colaboradores (1983) para as

lectinas | e Il de Axinella polypoides.

O uso de microscopia eletrbnica de transmissao revelou que no coanossomo
de Axinella polypoides existem arquedcitos com numerosas vesiculas, muito
similares em tamanho e estrutura as vesiculas pequenas das células esferulosas
(contendo lectina Il), sugerindo que as células esferulosas sdo derivadas da
transformagao dos arquedcitos. Posteriormente, ocorre uma nova diferenciagédo em
células com vesiculas grandes. Concomitantemente com a transformacgao
morfologica das células, ocorre uma mudanga na composi¢ao lectinica celular. A

lectina Il de Axinella polypoides é estruturalmente relacionada a lectina I, surgindo
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antes que a lectina | em SCSV, com posterior degradagao ou conversao a lectina .
A sintese de lectina | durante a transicdo celular é improvavel, pois as células
esferulosas sao deficientes em mitocondrias, reticulo endoplasmatico e complexo de
Golgi (Bretting; Konigsmann, 1979; Bretting et al., 1983). A transformacgdo de
arquedcitos em células esferulosas também ja foi descrita na esponja Chondrilla
nucula por Gaino e colaboradores (1995).

Bretting e colaboradores (1983) também verificaram que em todos os
experimentos de imuno-histoquimica onde houve revelagdo de células esferulosas
na regiao do axis central e do coanossomo da esponja, as fibras de espongina foram
coradas mais intensamente que os respectivos controles, mostrando a presenga de
lectinas em alguma extensdo nas mesmas e concluindo que as lectinas também
estdo envolvidas na sintese de fibras de espongina. As células esferulosas do
ectossomo de Axinella polypoides, ao contrario do coanossomo e do axis central
(figura 4.3), ndo parecem estar associadas a sintese de fibras de espongina porque
estas sdo muito raras no ectossomo, indicando sua participagdo na formagao da
matriz intercelular desta regido da esponja. Nao foi possivel demonstrar neste
trabalho a participacdao de ACL-l na sintese de fibras de espongina em Axinella

corrugata.

2 ® ectossomo

coanossomo

axis central

Figura 4.3: Diagrama das diferentes regides da esponja Axinella polypoides (Bretting; Kdnigsmann,
1979).

As células esferulosas podem ter varias fungbes em outras esponjas, além da
Axinella polypoides: em Verongia cavernicola provavelmente contém substancias de

excrecao; em Plakina trilopha podem exercer um papel na excre¢ao; manutencio da
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matriz extracelular em Cacospongia scalaris e Pleraplysilla spinifera; formagao de
fibras de espongina em Malawispongia echinoides e Pleraplysilla spinifera (Bretting;
Kdénigsmann, 1979; Sciscioli et al., 2000). Esponjas incapazes de sintetizar fibras de
espongina, como Aaptos aaptos e Geodia cydonium, produzem lectinas com
diferentes especificidades para carboidratos e possuem inumeras células
esferulosas. Em Geodia cydonium as células esferulosas estdo embebidas em
camadas de matriz extracelular que contém varias glicoproteinas. As células
esferulosas devem ser as responsaveis pela producdo da matriz e as lectinas podem

atuar na glicosilagdo de um ou mais de seus constituintes (Bretting et al., 1983).

Da mesma forma que para as lectinas purificadas de Axinella polypoides, a
galectina | de Geodia cydonium é encontrada em células esferulosas (Wagner-
Hulsmann et al.,1996). Galectinas s&o lectinas com localizagao histolégica diversa,
podendo estar presentes no citoplasma, nucleo, superficie celular e espacos

extracelulares (Hirabayashi, 1997).

Na esponja marinha Geodia cydonium um fator de agregagdo, complexo
multiglicoprotéico constituido por um polipeptideo de 140 kDa, interage com um
componente inserido na membrana plasmatica das células, o receptor de agregagao
(Wagner-Hullsmann et al.,1996; Miller, 1997). Essa ligacao é mediada pela galectina
da esponja. Duas moléculas de galectina formam uma ponte entre o receptor e o
fator de agregacgao, ocorrendo a interagcéo entre células adjacentes (figura 4.4). A
formagdo do complexo receptor de agregacao-fator de agregacado na presencga de

lectina é baixa na auséncia de calcio (Wagner-Hulsmann et al.,1996).

Estudos imuno-histoquimicos realizados por Wagner-Hulsmann e
colaboradores (1996), usando anticorpos monoclonais contra a galectina de Geodia
cydonium e contra o fator de agregacao (polipeptideo de 140 kDa), revelaram que
essa lectina € um componente intracelular de células esferulosas e que também faz
parte da composicdo da membrana plasmatica de tais células. A visualizacido foi
feita por microscopia Optica de fluorescéncia e por microscopia confocal,
respectivamente. Os autores constataram juntamente com Muller (1997) que
anticorpos contra a galectina e contra o fator de agregagédo bloquearam a adesao
celular mediada pelo fator de agregagao, comprovando que a lectina € necessaria

para a adesao celular em Geodia cydonium. Ambos os autores levantaram a
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hipétese de que as células esferulosas sejam efetivamente produtoras de lectinas,

assim como se sugere para a esponja Axinella corrugata.

“ Galectina

Integrina

=
-

I
Receptor do FA

—_— o

Figura 4.4: Fator de agregacgado (FA) que une células durante a agregagéo da esponja Geodia
cydonium . A ligagdo com o receptor do fator de agregagido é estabilizado pela galectina que se
associa ao complexo FA-receptor do fator de agregagéo (Harwood; Coates, 2004).

A descoberta do processo de reconhecimento de carboidratos por lectinas foi
um marco na glicobiologia. Lectinas animais participam ativamente do processo de
interacao célula-célula, como galectinas, lectinas tipo C e tipo |, envolvendo inclusive
complexos com outras moléculas de adesdo, como as integrinas (Kaltner;
Stierstorfer, 1998).

Mediante os resultados encontrados supde-se que a lectina | de Axinella
corrugata também participe no mecanismo de agregacao celular desta esponja, caso
seja expressa na membrana plasmatica das células esferulosas. Dentro do género
Axinella ja foi visualizado, por microscopia eletrénica, o fator de agregacdo da
esponja Axinella cannabina (Muller et al., 1982). Faltam subsidios para afirmar que

ACL-I atue na sintese de fibras de espongina em Axinella corrugata.
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Capitulo V

O uso da lectina ACL-l como marcadora de células transformadas

Introducgao

Muitos carboidratos formam associacbes com proteinas ou lipidios,
constituindo as glicoproteinas e glicolipidios, respectivamente. As glicoproteinas
constituem o principal componente da superficie celular, da matriz extracelular e de
muitas secre¢des. A porgdo glicidica das glicoproteinas possui papel critico em
eventos especificos da biologia das células, como receptores celulares para

horménios e fatores de crescimento (Carvalho, 1990; Kaltner; Stierstorfer, 1998).

Ha um enorme potencial codificador de informacao presente nas estruturas
dos polissacarideros, também chamados de glicanos, superior ao das proteinas,
acidos nucléicos e outras macromoléculas. Os polissacarideos constituem as
moléculas de reconhecimento por exceléncia, em vista da possibilidade de criar um
amplo repertério de combinagdes a partir de poucos carboidratos simples (Gabius et
al., 1996; Sol et al., 2006). Por exemplo, partindo-se dos 4 nucleotideos e dos 20
aminoacidos, podem ser formadas, considerando estruturas de 10 mondmeros,
1,04x10° e 1,28x10" combinacdes possiveis, respectivamente, enquanto que
somente para os 8 monossacarideos principais expressos nas membranas celulares
s30 produzidas 1,34x10'® estruturas de 10 mondmeros. A expressao de glicocddigos
constitui um elemento chave no plano de desenvolvimento de um organismo. O
potencial informativo codificado na estrutura dos polissacarideos (glicocodigos) se
decifra na uniado seletiva de lectinas a glicanos. As interagbes moleculares baseadas
no reconhecimento especifico entre lectinas e carboidratos cumprem um papel

chave em muitos processos biolégicos (Sol et al., 2006).



A limitacdo das reagdes histoquimicas comumente empregadas para
carboidratos foi superada pela alta especificidade alcangada com o emprego de
lectinas marcadas que podem ser usadas como sondas especificas. A importancia
das lectinas como ferramenta histoquimica se deve principalmente a duas
caracteristicas: especificidade restrita a varios residuos de carboidratos e
possibilidade de serem ligadas a diferentes marcadores, como fluorocromos
(tetrametilrodamina, alexa, isotiocianato de fluoresceina), biotina, peroxidase,
fosfatase alcalina, ferritina e ouro coloidal ou serem incluidas em técnicas
imunocitoquimicas para serem visualizadas ao nivel de microscopia Optica
convencional, ultravioleta e microscopia eletrbnica. Em virtude das lectinas serem
ligantes para uma sequéncia de carboidratos definida, elas podem ser empregadas
na investigacdo especifica de glicoconjugados da superficie celular e de
compartimentos intracitoplasmaticos, com aplicacdo tanto na histologia normal
quanto na histopatologia (Danguy; Kiss; Pasteels, 1988; Carvalho, 1990; Grun et al.,
2006).

Como varios carboidratos ndo apresentam carater antigénico, a importancia
das lectinas aumenta ainda mais em estudos histoquimicos de carboidratos e
glicoconjugados de membrana. Aliado a isso, o emprego das lectinas como
marcadores tem sido fundamental no conhecimento de modificacbes relacionadas
ao desenvolvimento e diferenciacao celulares in situ. Contudo, lectinas com mesma
especificidade apresentam padroes de reatividade tecidual diferentes, fazendo com

que possam néo se ligar ao tecido alvo por impedimento espacial (Carvalho, 1990).

As lectinas possuem a capacidade de agir como moléculas de
reconhecimento de cadeias de oligossacarideos ligados a polipeptideos ou lipidios
dentro das células, entre as células, na superficie celular e nos fluidos, operando em
diversos processos biolégicos, sejam fisiologicos ou patologicos. Dentre estes
ultimos destacam-se a unido de bactérias, virus, protozoarios e toxinas a superficie
celular, o processo inflamatério, a transformagdo maligna, a metastase, etc
(Carvalho, 1990; Kaltner; Stierstorfer, 1998; Sharon; Lis, 2004; Sol et al., 2006).
Neste contexto, as lectinas podem servir para diagnostico de cancer por ligagcéo a
glicoconjugados de antigenos celulares indicadores de cancer humano, incluindo os

de membrana, como o antigeno especifico da prostata (PSA) (Basu; Majhi; Batabyal,
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2003). Além disso, lectinas radiomarcadas podem ser ferramentas uteis na radio-

imagem de tumores (Kojima; Jay, 1986).

As lectinas tém sido utilizadas na identificagcdo de receptores de superficie
celular que s&o, por exemplo, marcadores caracteristicos de subpopulagdes de
linfécitos e de outros tipos celulares. A semelhanca dos marcadores antigénicos de
superficie, os receptores para lectinas sao extremamente uteis na identificagdo e
separagao de subpopulagdes celulares com um dado fendtipo, alguns dentre eles

considerados como marcadores de diferenciagao celular (Carvalho, 1990).

A presengca de carboidratos especificos, na membrana de células
transformadas ou ndo, tem permitido a marcagao histoquimica para glicoconjugados
da superficie celular, bem como, a separagcao de diferentes populag¢des celulares
com o uso de lectinas via aglutinagdo direta ou por imobilizagdo das mesmas em
colunas de afinidade, inclusive a separagao de populagdes heterogéneas de células,
possibilitando a caracterizagao de distintos estagios de maturagcéo ou diferenciagao
celular (Fenlon et al., 1987; Carvalho, 1990; Brooks; Leathem, 1995).

A descoberta da capacidade das lectinas de ligarem-se a células cancerosas
foi feita por Aub e colaboradores (1963) com a WGA, em linfoma de camundongo.
Mais tarde descobriu-se que a ConA e a SBA tinham a mesma habilidade de se ligar
a tumores. Essas investigagdes forneceram evidéncias que alteragdes na expressao
de carboidratos na superficie celular estdo associadas com o desenvolvimento de
cancer (Sharon; Lis, 1972; Carvalho, 1990). Estudos realizados por Hirszfeld, Halber
e Laskowski (1929) e Thomsen (1930) foram os primeiros a demonstrar alteragbes
bioquimicas em células tumorais, as quais foram posteriormente confirmadas como
glicosilagéo aberrante associada a tumores (Dabelsteen; Clausen; Mandel, 1992).
Tal fato possibilita uma alta suscetibilidade de ligacdo por parte de lectinas, mas
que, entretanto, ndo é compartilhada por todas as células cancerosas (Brown; Hunt,
1978; Sharon; Lis, 2004). Contudo, os carboidratos expressos no glicocalix das
diferentes células transformadas sao distintos quimicamente e topograficamente dos
das células normais, o que torna a interacao seletiva para a lectina que reconhece

tal arranjo glicidico (Sharon; Lis, 1972).
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O reconhecimento de células mediante uso de lectinas também depende da
distribuicdo de carboidratos na superficie celular. As células transformadas
apresentam ampla variagcdo no padrdao de glicosilagdo da membrana (quali e
quantitativa), formando-se grupamentos de carboidratos que ocupam regides
restritas da superficie celular, favorecendo sua interagcao com as lectinas, ao passo
que nas células normais tal distribuicdo € homogénea. Tal fato reflete a maior fluidez
da membrana plasmatica das células transformadas, bem como, outras altera¢des a
nivel de citoesqueleto periférico (Sharon; Lis, 1972; Carvalho, 1990). Além disso,
células cancerosas in vitro sao aglutinadas com uma concentragdo muito menor de

lectinas, quando comparadas as ceélulas normais (Brown, Hunt, 1978).

O perfil de carboidratos da membrana celular de uma célula transformada
pode demonstrar seu potencial metastatico. Glicanos com D-galactose séao
responsaveis por metastases, pois podem ser reconhecidos por lectinas de tecidos,
como, por exemplo, lectinas hepaticas. Da mesma forma, asialoconjugados também
sao internalizados por lectinas do tecido hepatico (Singh; Tiwary; Kennedy, 1999).
Outro mecanismo proposto de metastase € a ligagao de carboidratos de membrana
das células cancerosas as selectinas presentes no endotélio vascular,
representando uma etapa inicial no processo metastatico (Brockhausen;
Schutzbach; Kuhns, 1998). Além disso, em células malignas de glioma de rato da
linhagem C6 ha expressao de LacNAc (Sasaki et al., 2002). Por sua vez, em
humanos ja foi constatado um incremento no grau de expressao de acido sialico e
de D-galactose em neoplasias de pulmdo e estbmago e de L-fucose e de acido
sialico em células leucémicas, em neoplasias de prostata e em cancer cervical
uterino (Smets; Beek, 1983; David et al., 1992; Ogawa et al., 1992; Jorgensen et al.,
1995; Singh; Tiwary; Kennedy, 1999; Peracaula et al., 2003; Pal et al., 2004). Por
outro lado, acido sialico, GalNAc, D-galactose e L-fucose sdo expressos em células
metastaticas de intestino (Singh et al., 2001; Gisbergen et al., 2005; Lescar et al.,
2007) e GalNAc, D-galactose, GIcNAc e acido sidlico em neoplasias de mama
(Brockhausen et al., 1995; Whitehouse et al., 1997; Burchell et al., 1999; Irimura et
al., 1999). Ainda, N-glicanos do tipo GIcNAcB1,6Man estdo presentes em tumores
metastaticos de mama e célon (Fernandes et al, 1991) e N-glicanos a1,6-
fucosilados em células metastaticas de pulmao e de figado (Sakuma et al., 2006),

além de glicanos com galactose e GalNAc e gangliosideos com residuo terminal de
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acido sialico-O-acetilado em melanoma (Cheresh et al., 1984; Thies et al., 2001a;
Thies et al., 2001b).

Lectinas bacterianas poderiam ser bons marcadores histoquimicos para
tumores, infectando seletivamente as células do tumor e matando-as (Kocourek;
Freed, 1990). Por outro lado, lectinas de macrdfagos com especificidade para D-
galactose e N-acetil-D-galactosamina tém sido isoladas de diferentes animais e sao
responsaveis por distinguir células normais de tumorais. Cancer de mama humano
interage com as lectinas de Helix pomatia, Griffonia simplicifolia e Ulex europeaus
(Singh; Tiwary; Kennedy, 1999).

Dessa maneira, as lectinas podem ser usadas como ferramentas importantes
para a obtencdo de informagdes quanto ao desenvolvimento, estagio de
diferenciagdo, nivel de malignidade e capacidade para metastases de células

tumorais (Schumacher et al., 1992).

Mas ha casos em que lectinas da célula cancerosa sdo responsaveis pelo
tumor metastatico. O primeiro registro de lectina em célula neoplasica foi em
neuroblastoma de camundongo em 1975 por Teichberg e colaboradores. Melanoma
e fibrosarcoma de camundongo e humano exibem um alto potencial metastatico
porque expressam mais lectinas em sua superficie (Kocourek; Freed, 1990; Singh;
Tiwary; Kennedy, 1999). Com relagéo a diagnéstico de tumores, localizagdo imuno-
histoquimica de galectinas foi introduzida por Gabius et al. (1986) em diferentes

tipos de tumores de rato.

Tumores secundarios formados por células tumorais circulantes que se
agregam com outras células tumorais formando émbolos sdo desencadeados por
lectinas presentes na membrana de células metastaticas de humanos e

camundongos (Singh; Tiwary; Kennedy, 1999).

Com o avango da engenharia genética sera possivel obter-se células que
expressem carboidratos ou lectinas, conduzindo a uma utilizacdo mais precisa das
lectinas para reconhecimento celular e para modificagdo do comportamento das
células, fornecendo uma base mais solida para o diagndstico e tratamento de muitas

doengas (Singh; Tiwary; Kennedy, 1999).
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O objetivo deste capitulo consiste na investigacdo da ligacéo da lectina ACL-I
a diferentes linhagens de células transformadas, visando o seu possivel uso futuro

como instrumento de diagndstico de tumores malignos.
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V.1 Materiais e Métodos

V.1.1 Obtencao da lectina ACL-I:

ACL-I foi obtida conforme o método de isolamento e de purificacdo descritos

no capitulo Il.

V.1.2 Produtos, reagentes quimicos e equipamentos:

A seguir esta relacionada a procedéncia das matérias-primas e equipamentos
mais importantes para a realizacido desse trabalho:

Dimetilformamida, glicerol e 4-cloronaftol - Merck (Darmstadt, Alemanha).

Albumina bovina cristalina fragdo V (BSA), N-hidroxisuccinimidabiotina,
estreptoavidina-peroxidase, RPMI 1640 e GIcNAc - Sigma (St. Louis, MO, EUA).

Estreptoavidina-Alexa 488 - Molecular Probes (Eugene, OR, EUA).

DMEM - Gibco (Grand Island, NY, EUA).

Microscopio 6ptico Axioplan - Carl Zeiss (Goéttingen, Alemanha).

Microscopio 6ptico Eclipse TE300 — Nikon (Téquio, Japao).

Microcentrifuga Eppendorf Spin IE - Bioanalytical Systems (West Lafayette,
EUA).

Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

Todas as solugbes foram preparadas com agua destilada purificada no
sistema Milli-Q Plus, Millipore (Bedford, MA, EUA).

V.1.3 Linhagens celulares:

As linhagens celulares (tabela 5.1) foram obtidas junto ao Laboratério de
Culturas de Células do Departamento de Quimica Biolégica/ Faculdade de Ciéncias
Quimicas, da Universidade Nacional de Cordoba, Cérdoba/Argentina (CHO-K1; HT-
29; MCF7; T-47D) e dos Departamentos de Biofisica (H460; OVCAR-3; V79-4) e de
Bioquimica (astrocito de rato; C6; T24; U-138 MG) da UFRGS/Brasil.
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Tabela 5.1: Linhagens celulares empregadas para marcagdo com ACL-I.

Linhagens Denominagao Procedéncia

— Astrécito de rato (Rattus norvegicus) - cultura primaria —
V79-4 Fibroblasto de pulm&o de hamster chinés (Cricetulus griseus) ATCC (CCL-93)
CHO-K1 Célula imortalizada de ovario de hamster chinés (Cricetulus griseus) [ICLC (ATL 98003)
C6 Glioma de rato (Rattus norvegicus) ATCC (CCL-107)
U-138 MG  Glioblastoma de cérebro humano ATCC (HTB-16)
H460 Carcinoma de pulm&o humano ATCC (HTB-177)
HT-29 Adenocarcinoma de célon humano ATCC (HTB-38)
MCF7 Adenocarcinoma epitelial mamario humano ATCC (HTB-22)
T-47D Carcinoma ductal mamario humano ATCC (HTB-133)
OVCAR-3  Adenocarcinoma epitelial de ovario humano ATCC (HTB-161)
T24 Carcinoma de bexiga humano ATCC (HTB-4)

A manutengéao das linhagens celulares foi feita da seguinte maneira:

= Astrécito: meio DMEM suplementado com FCS (soro fetal de bezerro) 10 %,
anfotericina B 0,1 % e gentamicina 0,032 %.

= C6: meio DMEM suplementado com FBS (soro fetal bovino) 5 % e
penicilina/estreptomicina 0,5 Ul/mL.

= CHO-K1: meio DMEM suplementado com FBS 10 %, penicilina 200 Ul/mL e
estreptomicina 100 ug/mL.

= H460; HT-29; MCF7; OVCAR-3: meio RPMI 1640 suplementado com FBS
10 %, penicilina 100 Ul/mL e estreptomicina 100 pg/mL.

= T24: meio RPMI 1640 suplementado com FCS 10 % e
penicilina/estreptomicina 0,5 Ul/mL.

= U138 MG: meio DMEM suplementado com FBS 15 % e
penicilina/estreptomicina 0,5 Ul/mL.

= V79-4. meio DMEM suplementado com FBS 10 %, penicilina 100 Ul/mL e
estreptomicina 100 ug/mL.

Todas as culturas foram mantidas a 37 °C em estufa sob atmosfera Umida,
contendo 5 % de CO..
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V.1.4 Biotinizagao de ACL-I:

A lectina foi biotinizada conforme Jorgensen et al. (2000). A principio, foi
preparada uma solugédo de N-hidroxi-succinimidobiotina em dimetilformamida a 1 %.
A solucgao lectinica (200 ug/mL em PBS), pH 9,0, foi adicionada a esta solugéo, na
proporgao de 24:1, com incubacéo de 2 h. Este procedimento foi seguido de dialise
contra PBS, a 4 °C, durante 2 h, com troca de solug&o a cada 2 h por mais 3 vezes
consecutivas. O material dialisado foi centrifugado a 11000 rpm, por 10 min, a 4 °C,

sendo o sobrenadante armazenado a -18 °C até o momento do uso.

V.1.5 Verificagao da biotinizagao da lectina:

Em uma mesma membrana de nitrocelulose foram pipetados, pontualmente, e
em paralelo, 0,2 ug de lectina que havia passado pelo processo de biotinizacédo e
uma amostra de lectina ndo biotinizada. Como controle positivo foi utilizado albumina
bovina biotinizada. A membrana de nitrocelulose contendo as amostras foi tratada,
durante 15 min, com PBS contendo 0,1 % de Tween 20. Apds, o material foi lavado
3 vezes com PBS, quando entdo foi incubado com uma solugdo contendo
estreptoavidina-peroxidase a 0,0001 % em &agua pura e glicerol (1:1) (v/v), diluida
com PBS contendo Tween 20 a 0,05 % na propor¢cao de 1:1000 (v/v), por um
periodo de 30 min. O material foi novamente lavado com PBS, como descrito
anteriormente, e revelado no escuro durante 3 min com uma solugdo tamp&o Tris
20 mM, pH 7,5, contendo 4-cloronaftol a 0,015 % e perdxido de hidrogénio a 0,03 %.

A formacao de cor azul-violeta a cinza indica sucesso na biotinizagéo.

V.1.6 Marcacgao das linhagens celulares com a lectina biotinizada:

A marcagao das linhagens celulares foi segundo Irazoqui et al. (2005) e Grin
et al. (2006). As laminulas com as células aderidas a serem analisadas foram
lavadas com PBS e fixadas por imersdo em acetona, durante 5 min a 0 °C. Todos os
procedimentos, apds a fixacao das células, foram realizados a temperatura ambiente

de 20 £ 1 °C. A seguir, o material foi bloqueado com albumina bovina a 1 % em PBS,
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durante 1 h, seguido de tratamento com solucéo lectinica biotinizada diluida em
albumina bovina a 1 % em PBS (1:10), por 2 h. O material foi novamente lavado com
PBS e incubado com estreptoavidina-Alexa 488, diluido em PBS (1:1000; v/v),
durante 35 min, no escuro. Apds nova lavagem rapida com PBS, o material foi

montado entre lamina e laminula, com balsamo do Canada sintético.

As células assim tratadas foram visualizadas em microscopios opticos de
fluorescéncia Carl Zeiss Axioplan e Nikon Eclipse TE300, utilizando filtro com
excitagdo em 445 nm e emissdo em 575 nm. Os resultados foram registrados por

microfotografias.

Como controle negativo foi utilizado nas células uma solug&o lectinica
biotinizada, previamente incubada com GIcNAc 0,2 M ou ainda, apenas material
celular bloqueado, sem incubacdo com lectina biotinizada. Todos os experimentos

foram realizados em triplicata.
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Resultados e Discussao

ACL-l biotinizada foi usada na marcagdo de 9 linhagens de células
transformadas, além de células imortalizadas de ovario de hamster chinés e de
células de fibroblasto de pulmao de hamster chinés. Nos ensaios realizados, ACL-I
marcou as linhagens cancerosas HT-29, MCF7, T-47D, OVCAR-3, H460 e T24, além

das células CHO-K1, conforme € especificado na tabela 5.2 abaixo.

Tabela 5.2: Marcagio das linhagens celulares com ACL-I.

Linhagens Denominagao Marcagao

— Astrocito de rato (Rattus norvegicus) - cultura primaria —

V79-4 Fibroblasto de pulm&o de hamster chinés (Cricetulus griseus) —
CHO-K1 Célula imortalizada de ovario de hamster chinés (Cricetulus griseus) +
C6 Glioma de rato (Rattus norvegicus) -

U-138 MG Glioblastoma de cérebro humano —

H460 Carcinoma de pulmao humano +
HT-29 Adenocarcinoma de célon humano +
MCF7 Adenocarcinoma epitelial mamario humano +
T-47D Carcinoma ductal mamario humano +
OVCAR-3  Adenocarcinoma epitelial de ovario humano +
T24 Carcinoma de bexiga humano +

141






A visualizacdo da marcag¢ao das linhagens celulares pode ser observada nas

figuras 5.1 a 5.9 abaixo.

Nao houve marcacao nas células de astrécitos e linhagem C6, indicando
auséncia de afinidade de ACL-l para estas células do sistema nervoso central
(resultados ndo mostrados). Esse fato é constatado por ser a LacNAc um fraco
inibidor de ACL-Il, ou seja, a lectina liga-se pouco a este carboidrato. Assim, os
glicanos do tipo N-acetillactosamina (Galp1,4GIcNAc) caracteristicos em gliomas de

rato tipo C6 ndo sdo marcados.

As células da linhagem V79-4, que representam células de fibroblastos de
pulmdo de hamster chinés, constituem células n&o tumorais. Como se pode
observar, a lectina ndo reconheceu a célula nao transformada (figura 5.1a), o que
poderia torna-la util na distingdo entre células normais e tumorais. A pequena
fluorescéncia visualizada nas fotografias dessa linhagem é devida a fluorescéncia

emitida pelas préprias células e ndo decorrente da marcacéo da lectina.

5.1a 5.1b 5.1c

Figura 5.1: Marcagdo de células da linhagem V79-4 com ACL-l biotinizada e revelada com
estreptoavidina-Alexa 488 (400X). Figura 5.1a: células marcadas com ACL-I biotinizada e reveladas
com estreptoavidina-Alexa 488; Figura 5.1b: controle 1 — células tratadas com ACL-| biotinizada e
previamente inibida por GIcNAc 0,2 M e, posteriormente, incubadas com estreptoavidina-Alexa 488;
Figura 5.1c: controle 2 — células tratadas com estreptoavidina-Alexa 488, sem incubagdo com a
lectina biotinizada.
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Por outro lado, a lectina apresentou especificidade para a linhagem CHO-K1
(figura 5.2a), que consiste de células imortalizadas, uma forma intermediaria entre

célula normal e transformada.

5.2a 5.2b 5.2c

Figura 5.2: Marcagdo de células da linhagem CHO-K1 com ACL-l biotinizada e revelada com
estreptoavidina-Alexa 488 (1000X). Figura 5.2a: células marcadas com ACL-I biotinizada e reveladas
com estreptoavidina-Alexa 488; Figura 5.2b: controle 1 — células tratadas com ACL-I biotinizada e
previamente inibida por GIcNAc 0,2 M e, posteriormente, incubadas com estreptoavidina-Alexa 488;
Figura 5.2c: controle 2 — células tratadas com estreptoavidina-Alexa 488, sem incubagdo com a
lectina biotinizada.

Da mesma mesma maneira como para C6, houve auséncia de marcagao para
a linhagem U-138 MG (figura 5.3a).

Assim como ocorreu para a linhagem V79-4, a fluorescéncia visualizada nas
fotografias da linhagem U-138 MG ¢é devida a fluorescéncia emitida pelas proprias

células e nao em virtude da marcacao da lectina.

5.3a 5.3b 5.3c

Figura 5.3: Marcagdo de células da linhagem U-138 MG com ACL-l biotinizada e revelada com
estreptoavidina-Alexa 488 (400X). Figura 5.3a: células marcadas com ACL-I biotinizada e reveladas
com estreptoavidina-Alexa 488; Figura 5.3b: controle 1 — células tratadas com ACL-| biotinizada e
previamente inibida por GIcNAc 0,2 M e, posteriormente, incubadas com estreptoavidina-Alexa 488;
Figura 5.3c: controle 2 — células tratadas com estreptoavidina-Alexa 488, sem incubagdo com a
lectina biotinizada.
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Como pode ser constatado nas figuras 5.4a, 5.5a, 5.6a e 5.8a e 5.9a, ACL-I
marcou também as células transformadas HT-29, OVCAR-3, T-47D, H460 e T24,
respectivamente, mas com mais intensidade a linhagem MCF7, conforme figura
5.7a.

5.4a 5.4b 5.4c

Figura 5.4: Marcagcdo de células da linhagem HT-29 com ACL-l biotinizada e revelada com
estreptoavidina-Alexa 488 (1000X). Figura 5.4a: células marcadas com ACL-I biotinizada e reveladas
com estreptoavidina-Alexa 488; Figura 5.4b: controle 1 — células tratadas com ACL-| biotinizada e
previamente inibida por GIcNAc 0,2 M e, posteriormente, incubadas com estreptoavidina-Alexa 488;
Figura 5.4c: controle 2 — células tratadas com estreptoavidina-Alexa 488, sem incubagdo com a
lectina biotinizada.

5.5a 5.5b 5.5¢C

Figura 5.5: Marcagédo de células da linhagem OVCAR-3 com ACL-I biotinizada e revelada com
estreptoavidina-Alexa 488 (400X). Figura 5.5a: células marcadas com ACL-I biotinizada e reveladas
com estreptoavidina-Alexa 488; Figura 5.5b: controle 1 — células tratadas com ACL-| biotinizada e
previamente inibida por GIcNAc 0,2 M e, posteriormente, incubadas com estreptoavidina-Alexa 488;
Figura 5.5c: controle 2 — células tratadas com estreptoavidina-Alexa 488, sem incubagcdo com a
lectina biotinizada.
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5.6a 5.6b 5.6¢c

Figura 5.6: Marcacao de células da linhagem T-47D com ACL-l biotinizada e revelada com
estreptoavidina-Alexa 488 (1000X). Figura 5.6a: células marcadas com ACL-I biotinizada e reveladas
com estreptoavidina-Alexa 488; Figura 5.6b: controle 1 — células tratadas com ACL-I biotinizada e
previamente inibida por GIcNAc 0,2 M e, posteriormente, incubadas com estreptoavidina-Alexa 488;
Figura 5.6c: controle 2 — células tratadas com estreptoavidina-Alexa 488, sem incubagcdo com a

lectina biotinizada.

5.7a 5.7b 5.7c

Figura 5.7: Marcagao de células da linhagem MCF7 com ACL-l biotinizada e revelada com
estreptoavidina-Alexa 488 (1000X). Figura 5.7a: células marcadas com ACL-I biotinizada e reveladas
com estreptoavidina-Alexa 488; Figura 5.7b: controle 1 — células tratadas com ACL-I biotinizada e
previamente inibida por GIcNAc 0,2 M e, posteriormente, incubadas com estreptoavidina-Alexa 488;
Figura 5.7c: controle 2 — células tratadas com estreptoavidina-Alexa 488, sem incubagdo com a
lectina biotinizada.

149






5.8a 5.8b 5.8¢c

Figura 5.8: Marcagdo de células da linhagem H460 com ACL-l biotinizada e revelada com
estreptoavidina-Alexa 488 (400X). Figura 5.8a: células marcadas com ACL-I biotinizada e reveladas
com estreptoavidina-Alexa 488; Figura 5.8b: controle 1 — células tratadas com ACL-I biotinizada e
previamente inibida por GIcNAc 0,2 M e, posteriormente, incubadas com estreptoavidina-Alexa 488;
Figura 5.8c: controle 2 — células tratadas com estreptoavidina-Alexa 488, sem incubagdo com a
lectina biotinizada.

5.9a 5.9b 5.9¢

Figura 5.9: Marcacdo de células da linhagem T24 com ACL-l biotinizada e revelada com
estreptoavidina-Alexa 488 (400X). Figura 5.9a: células marcadas com ACL-I biotinizada e reveladas
com estreptoavidina-Alexa 488; Figura 5.9b: controle 1 — células tratadas com ACL-| biotinizada e
previamente inibida por GIcNAc 0,2 M e, posteriormente, incubadas com estreptoavidina-Alexa 488;
Figura 5.9c: controle 2 — células tratadas com estreptoavidina-Alexa 488, sem incubagcdo com a
lectina biotinizada.
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Os carboidratos exibem uma grande diversidade na configuracdo de
oligossacarideos, para um pequeno numero de mondémeros de carboidratos,
baseada nos seguintes aspectos: ligagdo glicosidica pode ser alfa ou beta no
carbono anomeérico, diferentes posi¢gdes das hidroxilas nos monossacarideos
adjacentes, capacidade de ramificagdo da cadeia oligossacaridica (com ligagdes
entre duas porgdes de carboidrato através de uniao 1-2, 1-3, 1-4 ou 1-6), ligacao N-
ou O-osidica e flexibilidade da ligagédo glicosidica. Todos estes fatores geram uma
vasta possibilidade de topologia de carboidratos para o reconhecimento lectinico, o
que ndo € encontrado no codigo de informagao presente no DNA, RNA e nas
proteinas, cuja forma de informagédo biolégica €& estritamente linear. Como
consequéncia disso, a formagao de complexos com distinta estequiometria é pré-
requisito para a iniciagao de eventos de sinalizacdo que conduzem a uma variedade
de efeitos pos-ligacdo (Gabius et al., 1996; Kaltner; Stierstorfer, 1998; Loris, 2002;
Irazoqui et al., 2005).

Os monossacarideos que predominantemente ocorrem nos glicoconjugados
das membranas celulares humanas sdo manose, galactose e fucose, além de
glicosamina, galactosamina e seus derivados acetilados (GlcNAc, GalNAc e acido
sialico) (Smets; Beek, 1983). A mudanga no padrédo de glicosilagao celular leva a
uma alteracdao no comportamento da célula, associado a possivel capacidade do
desenvolvimento de metastases e de prognostico desfavoravel em inumeros
adenocarcinomas humanos. Um exemplo € a super expressédo de glicoconjugados
de GalNAc. A significancia funcional destes glicoconjugados no mecanismo
metastatico é ainda desconhecida (Brooks; Carter, 2001; Brooks; Hall, 2002). Cerca
de 80 % das proteinas secretadas e de membrana celular sdo glicosiladas. As
mudangas celulares no padrdo de glicosilagdo mais frequentes que levam a um
aumento de agressividade da célula cancerosa e capacidade de gerar metastases
sdo: aumento na ramificagdo dos N-glicanos (presente em inumeros tipos de
cancer), incremento na sintese de acido sialico (cancer epitelial) e de polimeros
deste carboidrato (cancer de pulmdo, rim, musculo e cérebro), aumento na
expressao de antigenos tipo Lewis em glicoproteinas e glicolipidios (cancer epitelial
e leucemia) e incremento de O-glicanos tipo Gal1,3GalNAc (cancer de mama e
célon), além do aparecimento de glicoesfingolipideos em inumeros tipos de cancer
(Shimodaira et al., 1997; Hakomori, 2000; Aamoudse et al., 2006). Transformagao

153



maligna também tem comumente sido associada com o aumento de expressao de
oligossacarideos com ligagdo N-osidica com a asparagina, como glicanos do tipo
GIcNAcB1,6Man-a1,6Man-$1,6, presentes em carcinomas de célon e mama
humanos (Mitchell et al., 1998) e glicanos do tipo N-acetillactosamina
(Galp1,4GIcNAc), em gliomas de rato tipo C6 (Sasaki et al., 2002).

Mudancgas na glicosilagao durante transformagao maligna criam estruturas de
carboidratos especificas que interagem com lectinas, como lectinas tipo C de células
dendriticas. Recentes descobertas revelaram que glicoproteinas de tumores, como
antigeno carcinoembridnico e mucina 1, interagem com lectinas tipo MGL (lectina de
macrofago tipo galactose) e lectinas tipo C DC-SIGN (ligante de molécula de adeséao

intercelular ndo integrina especifica de célula dendritica) (Aamoudse et al., 2006).

O reconhecimento de carboidratos por lectinas € muito complexo, pois vai
além da ligacdo a mono ou dissacarideos. O arranjo tridimensional dos glicanos
pode ser critico ao reconhecimento. Lectinas com afinidade ao mesmo carboidrato
podem reconhecer um arranjo muito diferente de complexos de carboidratos, o que
ocorre naturalmente em estruturas de oligossacarideos. A lectina HPA (aglutinina de
Helix pomatia), por exemplo, reconhece uma faixa heterogénea de glicoproteinas e
glicanos (predominantemente glicanos contendo na regido terminal GalNAc, mas
também liga-se a residuos de GIcNAc, contudo, com baixa afinidade) expressadas
em células cancerosas. A HPA é uma ferramenta util na detecgdo de diferencas
sutis no arranjo de glicanos, ndo detectados por outras lectinas que reconhecem o
mesmo carboidrato, como DBA e SBA, afins a GalNAc (Brooks; Carter, 2001).

Os residuos terminais de GalNAc e de GIcNAc nos glicanos de células
normais sdo incomuns. ACL-lI reconhece tanto GIcNAc quanto GalNAc, podendo
ainda ser, portanto, uma ferramenta util no estudo da mudanga no padrdo de
glicosilagao celular. Avaliagbes neste sentido ja foram feitas com HPA. A ligacéo de
HPA a linhagens de células cancerosas é um indicador de metastase e/ou
prognostico desfavoravel em um grande numero de carcinomas humanos, incluindo
cancer de mama, estdmago, eséfago, coélon, tiredide, prostata e de pulmao (Brooks;
Wilkinson, 2003). Brooks e Carter (2001) compararam o padrao de ligagdo de HPA a
secoes de inumeros tecidos apresentando distintas linhagens de céancer de mama,

em relacdo as lectinas SBA e DBA, bem como, a lectina GSA Il (aglutinina Il de
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Griffonia simplicifolia) (afim a GIcNAc), com o objetivo de verificar se a ligagdo de
HPA é o resultado de reconhecimento de ambos os carboidratos GalNAc e GIcNAc.
A lectina HPA marcou as linhagens cancerosas, tanto nos granulos citoplasmaticos
quanto no glicocalix, 0 mesmo ocorrendo com SBA e DBA. Por outro lado, a lectina
GSA Il teve um padrao de ligagao profundamente distinto das demais lectinas, com
marcacado apenas citoplasmatica, possivelmente nos glicanos associados ao
complexo de Golgi. Os resultados indicaram que a maioria da ligagdo de HPA é
resultante do reconhecimento de glicanos contendo GalNAc. Por sua vez, estudos
conduzidos por Brooks, Hall e Buley (2001) revelaram intensa marcagéo de culturas
de células da linhagem MCF7 na regido perinuclear, citoplasmatica e de membrana
celular por parte de HPA. Tendo em vista estes fatos, pode-se sugerir que ACL-I,
que também possui afinidade para GalNAc, marcou o citoplasma das linhagens
tumorais de mama T-47D (figura 5.6a) e MCF7 (figura 5.7a) por meio de
reconhecimento de GalNAc, muito embora o melhor inibidor de sua atividade

lectinica é N, N', N’-triacetilquitotriose, derivado oligossacaridico da GIcNAc.

Resultados comparaveis aos dos alcangados no presente trabalho foram
obtidos por Mitchell e colaboradores (1998) no estudo das linhagens T-47D e MCF7,
frente as lectinas PHA-L e HPA. PHA-L liga-se a oligossacarideos
GIcNAcB1,2GIcNAc-1,6Man-a1,6Man-$1,6, os quais também estdo associados a
malignidade (Dennis et al., 1987; Bill; Revers; Wilson, 1998). Ambas as lectinas
marcaram apenas o citoplasma das linhagens de mama metastaticas. Resultados
obtidos com HPA mostraram haver uma menor intensidade de fluorescéncia,
segundo Schumacher e colaboradores (1995a). No caso, a lectina foi internalizada
ou marcou o glicocalix das linhagens T-47D e MCF7. Por outro lado, resultados mais
significativos ocorreram usando-se WGA, cujo inibidor € GIcNAc. A marcagao
intensa de ACL-l na linhagem MCF7 (figura 5.7a) denota a possibilidade do
reconhecimento por parte dessa lectina de outros carboidratos, além de GalNAc,
como, por exemplo, GIcNAc, visto que a lectina PHA-L liga-se a oligossacarideos
contendo GIcNAc e a lectina WGA ao monossacarideo GIcNAc e ambas marcadoras
da linhagem MCF?7.

ACL-l marcou o citoplasma da linhagem HT-29 (figura 5.4a). Hd uma ampla

variagdo na literatura quanto ao padrdo de ligagdo de lectinas a células
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transformadas de célon humano. Por exemplo, Redondo e colababoradores (2004)
constataram que as lectinas HPA e WGA marcaram a membrana celular de duas
linhagens de adenocarcinoma de coélon humano com distintos potenciais
metastaticos, CACO-2 e HCT-116. Mitchell e colaboradores (1998), por sua vez,
analisaram as lectinas PHA-L e HPA quanto a marcagédo das linhagens HT-29 e
CACO-2. A linhagem HT-29 foi reconhecida por ambas as lectinas (com ligagao no
citoplasma e na membrana celular para HPA e marcagao variavel para PHA-L), ao
passo que a CACO-2 teve uma ligagdo moderada a PHA-L e negativa para HPA.
Além disso, um estudo inédito foi realizado por Heinrich e colaboradores (2005),
onde as lectinas WGA e PHA-L foram imobilizadas numa massa de agarose, e,
entdo, utilizadas para a marcagdo de duas linhagens de colon humanas, uma
cancerosa (CCL-220) e outra ndo (CRL-1459), do mesmo tipo de tecido. Ambas as
lectinas ligaram-se a linhagem CCL-220, sem reconhecimento para a linhagem nao
cancerosa. Posteriormente, este ensaio foi repetido com as mesmas linhagens
comparando-se a ligagdo daquelas lectinas as células mediante o uso de
fluorescéncia (Welty et al., 2006). Houve correlagédo entre a fluorescéncia das
células marcadas e a técnica de imobilizagdo das lectinas em agarose, validando,

portanto, este ensaio.

A capacidade de lectinas de ligarem-se ao glicocalix de células cancerosas
com super expressao de glicoconjugados do tipo GalNAc também foi investigada por
Irazoqui e colaboradores (2005). A lectina EML (lectina de Euphorbia milii) marcou
as linhagens cancerosas TA3-Ha (carcinoma mamario de camundongo), HT-29 e T-
47D. ACL-I marcou apenas o citoplasma das células HT-29 e T-47D. EML marcou o
citoplasma da linhagem T-47D e parte do conteudo intracelular das células HT-29.
Os autores afirmaram que HPA reconhece residuos terminais de GalNAc através da
ligagdo com uma aglicona hidrofdbica adicional em posigao a-anomérica, enquanto
que EML liga-se a GalNAc através de um residuo adicional hidrofébico em posicao
B, mais precisamente pNP (residuo p-nitrofenil). Mediante os estudos supracitados
pode-se inferir que ACL-l reconhega carboidratos do tipo GalNAc e GIcNAc na
linhagem HT-29.

ACL-lI também marcou a linhagem cancerosa de ovario OVCAR-3 (figura

5.5a). Resultados similares foram obtidos por Schumacher e colaboradores (1996),
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os quais constataram que HPA ligou-se intensamente no citoplasma de secbes de
tecidos de uma linhagem de tumor de ovario humano. Os resultados sugerem uma
possibilidade de ACL-I reconhecer residuos de GalNAc de OVCAR-3, como ocorreu
com HPA, mas é dificil correlacionar os resultados por nao se tratar da mesma
linhagem celular. Tendo em vista esta intensa ligacdo de ACL-l em OVCAR-3,
acredita-se que a lectina reconheceu uma mistura complexa de mono ou

oligossacarideos na linhagem em questéo.

ACL-l marcou igualmente a linhagem H460 (figura 5.8a). Num estudo
realizado por Laack e colaboradores (2002) foi verificado que as lectinas HPA e
PHA-L marcaram a maioria das segbes de tecidos dos tumores pulmonares
humanos testados. Thom et al. (2007) chegaram aos mesmos resultados, entretanto
verificaram significativa associacado da ligacéo das lectinas as seg¢des pulmonares
com metastase. Contudo, encontra-se novamente dificuldade em comparar estes
estudos com os resultados obtidos com ACL-I, pois dentre as linhagens avaliadas

pelos autores supracitados pode estar presente ou ndo a linhagem H460.

Resultados com marcagdo ndo tdo intensa aos alcangados nesse trabalho
foram conseguidos com a marcacao de duas linhagens de carcinoma de bexiga (T24

e RT-4) com a lectina de Helix pomatia (Hammarstrom, 1973).

Poucos trabalhos foram descritos na literatura com registros de lectinas
isoladas de esponjas marinhas marcando células transformadas. Opric e
colaboradores (1996) estudaram a marcagdo de segbes neoplasicas de tecidos
humanos de mama, tiredide e de melanoma com as lectinas de Chondrilla nucula e
de Geodia cydonium. Em ambos os casos a ligagdo das lectinas nao foi
suficientemente especifica nem consistente, o que n&o ocorreu para ACL-I. As duas
lectinas apenas marcaram poucas segdes de carcinoma de mama de lesdo benigna
e de lesdo maligna. Por sua vez, em algumas dessas, houve ligagcdo a regiao

citoplasmatica.

ACL-I mostrou ser um marcador viavel para células de linhagens de cancer de
célon, mama, pulmao, ovario e de bexiga. Apesar de ligar-se a inumeras linhagens
tumorais e a outras ndo, a lectina mostrou ser especifica na marcagao do citoplasma

celular, podendo talvez ser utilizada como instrumento para verificar a funcionalidade
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de carboidratos e o metabolismo de glicoconjugados citoplasmaticos. A marcagéo do
citoplasma das linhagens T-47D, MCF7 e HT-29 pode ser devida a internalizagao,
por endocitose, da lectina, apds sua ligacdo a receptores das membranas das

células transformadas.

N&o foi o objetivo desse trabalho o estudo das estruturas de glicoconjugados
aos quais a lectina se ligou. Acredita-se que a marcagao por ACL-l das células
cancerosas das linhagens T-47D, MCF7, HT-29, OVCAR-3, H460 e T24 deva-se
apenas a presenca de grupamentos N-acetil em C,, visto que ManNAc é um
epimero de GlcNAc, mas GalNAc ndo. Por esse motivo, a orientagdo do grupamento
N-acetil (axial para ManNAc e equatorial para GlcNAc e GalNAc) ndo é importante.
Além disso, ACL-I reconhece GIcNAc e GalNAc, epimeros na hidroxila em Cy4 (axial
para GalNAc e equatorial para GIlcNAc). Como ambos inibem a lectina com igual
intensidade (tabela 3.1), isso significa que a hidroxila em C4ndo é uma regiao critica
para o reconhecimento pelo CRD. Assim, pode-se afirmar que ACL-l possivelmente
liga-se a mono ou oligossacarideos do tipo GalNAc e GIcNAc das estruturas dos

glicanos das células tumorais.

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho verifica-se que ACL-l € uma
lectina que marca células tumorais, podendo ser utilizada com ferramenta de

reconhecimento laboratorial de células transformadas.

As lectinas ndo séao utilizadas apenas como marcadores e como instrumentos
de diagndstico, mas também auxiliam no mapeamento de neoplasias ou tecidos com
indicagcéo para tal, além de propiciar uma melhor compreenséo a nivel citolégico e
molecular das neoplasias. Pode-se concluir que o uso de marcadores de potencial
metastatico, como as lectinas, é crucial para o desenvolvimento de ferramentas bem
sucedidas para a terapia contra o cancer. O potencial metastatico de tumores
humanos marcados com lectinas ja foi constatado em mama, célon e pulmao para
as lectinas HPA e PHA-L (Schumacher; Adam, 1997; Mitchell et al., 1998; Seelentag
et al., 1998; Valentiner et al., 2005; Thom et al., 2007). Além disso, a ligagéo tecidual
com PNA e UEA-I foi relacionada a metastases de pulmdo/mama e pulmao,
respectivamente (Mustac et al., 1996; Suzuki et al., 2002; Thém et al., 2007),
enquanto que a com HPA foi associada a neoplasias de estdbmago e prostata (Kakeji

et al., 1991; Shirashi, Atsumi; Yatani, 1992). Ainda, revelou-se que a marcagao com
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as lectinas HPA, PNA e com a lectina | de Viscum album esta envolvida com
metastases de melanoma, ao passo que a ligacdo a VVA e AAA relaciona-se a
neoplasias de célon (Cochran et al., 1999; Thies et al., 2001a; Thies et al., 2001b;
Konno et al., 2002; Thies et al., 2007). Estudos sao necessarios para verificar se o

mesmo ocorre para ACL-l, ndo sendo o objetivo desse trabalho.
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DISCUSSAO GERAL

A extensa costa brasileira apresenta uma importante fauna marinha
praticamente inexplorada. Dentre os organismos presentes e ainda pouco estudados
destacam-se as esponjas. As esponjas tornaram-se uma das fontes mais
promissoras de isolamento de novos metabdlitos primarios e secundarios, dos quais
varios com importantes atividades bioldgicas relatadas e fontes potenciais de
farmacos para tratamento de diversas doencas humanas (Carté, 1996; O’Keefe et
al., 1997; Berlinck et al., 2004).

Em vista disso, foi realizada uma analise da atividade hemaglutinante do
extrato aquoso de 20 espécies de esponjas marinhas coletadas no litoral de Santa
Catarina, Paraiba e Pernambuco, com o objetivo de pesquisar novas lectinas com
distintas estruturas e propriedades. Conforme descrito em Dresch et al. (2005), os
extratos aquosos de Axinella corrugata, Chondrilla nucula, Chondrosia collectrix e de
Cinachyrella alloclada apresentaram a maior atividade hemaglutinante, com
destaque para Axinella corrugata, em especial na aglutinagdo com eritrocitos de
coelho. Assim, esta esponja foi a escolhida para a purificagdo, caracterizacéo e

estudo das propriedades de suas lectinas, sendo o objetivo da presente tese.

A aglutinagdo ndo é uma caracteristica exclusiva das lectinas, pois bactérias,
virus, anticorpos, taninos, dentre outros, também apresentam essa propriedade.
Dessa maneira, com a finalidade de certificar que a aglutinagdo é mediada via
lectinas, torna-se necessario comprovar a inibicdo da atividade hemaglutinante da
lectina com incubagéo prévia da mesma com carboidratos e/ou glicoproteinas. A
inibicdo da hemaglutinagédo de ACL-lI e de ACL-Il ocorreu mais intensamente com
inibidores contendo grupamento N-acetil. Assim, ficou mostrada a presenca de
lectinas nos extratos aquosos de Axinella corrugata. Cabe ressaltar que ACL-I é a

primeira lectina de esponjas marinhas inibida por GlcNAc, GalNAc, ManNAc e
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também por LacNAc. Varias outras lectinas também reconhecem grupamentos N-
acetilados, como as de Halichondria okadai (Kawagishi et al., 1994), Aaptos papillata
(Bretting et al., 1976), Haliclona cratera (Pajic et al., 2002) e Suberites domuncula
(Schroder et al., 2003). Além disso, ACL-I e ACL-ll foram inibidas em maior
intensidade por N, N, N’-triacetilquitotriose, indicando que ambas possuem no seu
CRD multiplos pontos de ligagdo com carboidratos e que provavelmente
reconhegam estruturas polissacaridicas possuidoras de ligagdo GIcNAcp1,4. Por
outro lado, ACL-II ndo foi inibida por GalNAc, mas sim por D-galactose, indicando a

existéncia de CRDs com especificidades diferentes na molécula.

Uma caracteristica comum a maioria das lectinas de esponjas marinhas € a
aglutinagéo de eritrécitos humanos. O mesmo ocorreu para ACL-l e ACL-Il, mas em
menor intensidade. ACL-l aglutinou em especial eritrécitos de coelho, caninos e
caprinos, enquanto que ACL-Il aglutinou principalmente eritrocitos de coelho e
caninos, além do fato de nenhuma das duas lectinas apresentarem especificidade

eritrocitaria absoluta.

Sao poucos os grupos de pesquisa que se dedicam a purificagdo de lectinas
de esponjas marinhas. Para o isolamento e purificacdo das lectinas de Axinella
corrugata foi utilizada matriz contendo estroma de coelho-poliacrilamida, unica
matriz de afinidade capaz de eliminar um contaminante de cor marrom escura
presente no extrato aquoso da esponja. Por outro lado, ACL-I e ACL-Il foram

separadas entre si pelo uso subsequente de gel filtragcdo em coluna Ultrogel AcA 44.

Uma propriedade seguida por grande parte das lectinas € sua estabilidade
frente a amplas faixas de pH e de temperatura. ACL-I e ACL-Il tiveram um pico de
atividade lectinica até 70 °C e 65 °C por 30 min, com perda total somente a 90 °C
por 30 min e a 100 °C por 10 min, respectivamente. Lectinas igualmente resistentes
a temperatura foram a lectina IV de Axinella polypoides (Bretting; Kalthoff; Fehr,
1978) e a lectina de Craniella australiensis (Xiong et al., 2006). Em relagao ao pH, a
maior atividade hemaglutinante ficou em torno de pH 7,0 para ACL-l, semelhante a
lectina de Cliona varians, com pH 6timo em 7,5 (Moura et al., 2006). ACL-Il teve
maior estabilidade na faixa de pH de 2,0 a 6,0. InUmeras lectinas ndo perderam sua

atividade em extensa faixa de pH, como as lectinas | e Il de Halichondria okadai
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(Kawagishi et al., 1994), a lectina de Craniella australiensis (Xiong et al., 2006) e a

de Haliclona cratera (Paijic et al., 2002).

A analise eletroforética de ACL-I mostrou a complexidade do arranjo das
subunidades constituintes da molécula, indicando o envolvimento de pontes de
dissulfeto na manutengao da estrutura quaternaria da lectina. ACL-l exibiu ser uma
glicoproteina hexamérica, com subunidades monoméricas com Mr de 13.900. A
lectina de Pellina semitubulosa também & hexamérica com subunidades mantidas
por pontes de dissulfeto, apresentando Mr de 34.000, e uma Mr da lectina nativa
muito superior a de ACL-I, na ordem de 205.000 (Engel et al., 1992).

O pl na faixa acida encontrado para ACL-l (6,3) estd de acordo com o que
ocorre para grande maioria das lectinas de esponjas marinhas, visto que estas
proteinas apresentam em sua constituicdo quimica um predominio de aminoacidos
acidos e hidrofdbicos, excecgéo feita para a lectina de Haliclona cratera que possui
um pl de 8,6 em vista do seu alto conteudo de aminoacidos basicos (Pajic et al.,
2002), o que nao sucedeu com ACL-I, cuja composi¢cao de aminoacidos revelou um
conteudo de 54,97 % de aminoacidos hidrofobicos e 22,66 % de aminoacidos

acidos.

As lectinas sao amplamente usadas como reagentes especificos a
carboidratos para investigar a estrutura, a organizagdo e a fungdo dos
glicoconjugados da superficie celular e extracelular, além das mudangas que
ocorrem durante a diferenciagao, crescimento celular e a transformagéo maligna
(Lis; Sharon, 1981; Danguy; Kiss; Pasteels, 1988). ACL-I marcou inumeras
linhagens de células tumorais, como HT-29, OVCAR-3, T-47D, H460, T24 e MCF7,
mas nao as linhagens C6 e U-138 MG. O estudo de lectinas de esponjas marinhas
na marcagado de células transformadas foi feito por Opric e colaboradores (1996)
com as lectinas de Chondrilla nucula e de Geodia cydonium, mas cuja ligacdo a
células tumorais de mama foi bem inferior a obtida com ACL-l. A partir dos
resultados alcangados com ACL-| pode-se conjecturar que esta lectina é passivel de
ser usada como sonda na identificacdo de células transformadas, para estudo da
estrutura de glicanos expressos pelas mesmas e para prognostico da evolugéao de

metastase.
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Imuno-histoquimica de ACL-l revelou que a mesma esta presente em
vesiculas de células esferulosas. Estudos anteriores comprovaram que as lectinas |
e Il de Axinella polypoides sao sintetizadas e estocadas no interior de vesiculas de
células esferulosas (Bretting; Koénigsmann, 1979; Bretting et al.,1983), o que se
acredita que ocorra para ACL-I de Axinella corrugata. Nao foi estudada a localizagao
de ACL-Il nos tecidos desta esponja.

Muitas lectinas de esponjas marinhas sdo mitogénicas, assim como ocorreu
para ACL-l. No que se refere a atividade quimiotaxica, poucos estudos séao
realizados com lectinas de esponjas marinhas. Queiroz e colaboradores (2008)
constataram que a migragdo de neutrofilos desencadeada pela lectina de Cliona
varians in vivo € mediada via liberagao de citoquinas por macréfagos residentes na
cavidade peritoneal de camundongos. Por outro lado, ACL-l induziu migracéo de
neutroflios in vitro, mas ndo sabe-se qual o mecanismo envolvido na quimiotaxia
desencadeada por esta lectina. Contudo, para ambas as atividades quimiotaxica e
mitogénica, o efeito de ACL-l foi abolido por incubagdo prévia da mesma com
GIcNAc, confirmando que sua acdo esta relacionada com o dominio de
reconhecimento de carboidrato da lectina. Ainda, ACL-I foi citotdxica contra nauplios
de Artemia salina, o que é um indicador de atividade antitumoral. Por sua vez, a
lectina de Haliclona cratera exibiu citotoxicidade para células cancerosas de
melanoma e cervicais humanas (Pajic et al., 2002). No presente trabalho nao foi

avaliada esta propriedade de ACL-l em relagao a células tumorais.
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CONCLUSOES

O protocolo de purificagdo e isolamento das lectinas da esponja marinha
Axinella corrugata foi eficiente e simples, sendo a matriz de afinidade com estroma
de eritrécitos de coelho-poliacrilamida pela primeira vez usada na purificagdo de
lectinas de esponjas marinhas. A subsequente gel filtragdo mostrou a existéncia de

duas lectinas (ACL-I e ACL-Il) nos extratos aquosos da esponja.

ACL-l é uma glicoproteina hexamérica, fato pouco comum na natureza,
apresentando pontes de dissulfeto ligando as subunidades, e cuja atividade
hemaglutinante é inibida por carboidratos contendo o grupamento 2-N-acetilado.
ACL-Il se diferencia de ACL-l quanto a pequena variagdo na massa molecular
relativa e principalmente pelo fato de ter afinidade para D-galactose, além de fetuina,
mas nao para GalNAc e ainda por nao aglutinar eritrocitos caprinos, ovinos e
bovinos. Além disso, as duas lectinas possem pequenas diferengas na estabilidade
face a variagdo de pH e de temperatura, dentre as caracteristicas estudadas em

ambas as lectinas.

Por imuno-histoquimica, demonstrou-se que ACL-l esta localizada em
vesiculas de células esferulosas, sendo que essa técnica nao foi utilizada para a

localizagdo de ACL-Il nos tecidos de Axinella corrugata.

A partir dos resultados obtidos nesse trabalho verifica-se que ACL-l é uma
lectina com potencial uso para estudo de processos bioldgicos, decorrente das
atividades biolégicas comprovadas experimentalmente, como quimiotaxica,

citotdxica e mitogénica.

ACL-lI marcou células transformadas de linhagens de ovario, bexiga, colon,
mama e pulmao, mas nao gliomas, nem astrécitos e fibroblastos, mostrando relativa

especificidade para as células analisadas. A marcagao de células transformadas por



ACL-| faz dessa lectina uma ferramenta importante para o estudo de eventos ligados
a biologia celular e possivel instrumento de reconhecimento laboratorial de células

transformadas.
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PERSPECTIVAS

Dentro do grande leque de perspectivas de trabalho que se abrem, baseado
nos resultados experimentais obtidos nesta tese e nas possiveis aplicacbes das

lectinas | e Il, cabe citar as seguintes:

- poucas sdo as lectinas que possuem estrutura hexamérica. O
sequenciamento de ACL-I, esclarecendo se suas subunidades sao todas iguais ou
nao, aliado a definicdo das estruturas terciaria e quaternaria da lectina por técnica de
difracdo de raios X, sao ferramentas uteis para compreender a real estrutura
molecular de ACL-I.

- analise da porg¢ao glicidica da glicoproteina.

- apenas algumas das caracteristicas e propriedades foram verificadas para
ACL-Il, tendo em vista sua presenga nos extratos aquosos da esponja em muita
pequena concentragdo. A obtencdo de maior quantidade desta lectina poderia
permitir um estudo mais aprofundado da mesma, incluindo o esclarecimento de sua

estrutura molecular.

- produgao de interleucinas como decorréncia da atividade mitogénica de
ACL-l necessita ser investigada, como contribuicdo ao estudo dos processos

imunoldgicos.

- a atividade quimiotaxica de ACL-I sobre neutréfilos pode estar associada a
liberagdo de citoquinas e ao envolvimento de macrofagos, que merece ser
investigado, auxiliando na compreensdo dos processos inflamatorios, cujos estudos

nao foram o objetivo desse trabalho.



- em vista da marcacado de células transformadas por ACL-I, esta pode ser
utilizada no aprofundamento de estudos relacionados a analise dos glicoconjugados

reconhecidos pela mesma.

- estudo sobre a possibilidade de efeito citotoxico sobre as linhagens de

células transformadas que ACL-I se liga.
- avaliagcao da atividade pré-oxidante de ACL-I.

- ACL-I marcou algumas das linhagens tumorias conhecidas. Cabe verificar se
as linhagens normais correspondentes as células dos tecidos tumorais marcados por
ACL-I sao também reconhecidas pela lectina. Caso nao o forem, tal fato permitiria o

seu uso laboratorial para diferenciar células normais de transformadas.

- mais estudos sdo necessarios para constatar se ACL-l € também expressa
na membrana celular das células esferulosas, participando na sintese de fibras de

espongina e/ou na agregacao celular.

- em conseqléncia da pequena quantidade de ACL-I purificada a partir da
esponja marinha, ha a possibilidade da investigagdo de qual gene € o responsavel
pela expressao da lectina e entao partir para a sua expressao heterdloga. Assim,
sera possivel a producdao da lectina em escala laboratorial e em quantidade

compativel ao avango dos estudos com a mesma.
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RESUMO: Extratos aquosos de vinte espécies de esponjas da costa Atléntica brasileira foram
testados para verificagdio da presenca de atividade lectinica e atividade hemolitica. Hemaglutinago
para eritrécitos humanos e de distintos animais foi evidenciada em 12 dos 20 extratos testados. Os
extratos das espécies Axinella corrugata, Chondrilla nucula, Chondrosia collectrix, Cinachyrella
alloclada e Guitarra spl. foram os que apresentaram maior atividade hemaglutinante. Dos doze
exiratos com atividade hemaglutinante dez tiveram a atividade inibida por um ou mais aglcares
e/ou glicoproteinas. A lectina do extrato de Chondrilia nucula foi resistente 3 desnaturagdo térmica
quando aquecida a 100 °C por 60 minutos. Atividade hemolitica foi encontrada apenas nos extratos
de Petromica citrina e Acervochalina sp. As espécies que apresentaram maior potencial para futuros
estudos de suas lectinas foram Axinella corrugata, Chondrilla nucula e Chondrosia collectrix, em
vista da maior atividade hemaglutinante apresentada por seus extratos, aliada 4 maior atividade
especifica.

Unitermos: Esponjas, lectinas, atividade hemaglutinante, atividade hemolitica.

ABSTRACT: “Detection of lectinic activity and hemolytic activity in extracts of native
sponges (Porifera) of atlantic coast of Brazil”. Aqueous extracts of twenty species of sea sponges
of the Brazilian Atlantic coast were tested with the aim of searching the presence of lectinic and
hemolytic activity. Hemagglutinating activity for human erythrocytes and for distinct animals
were found in 12 of the 20 tested extracts. The extracts of Axinella corrugata, Chondrilla nucula,
Chondrosia collectrix, Cinachyrella alloclada and Guitarra spl. were the ones that presented
highest hemagglutinating activity. Ten of the 12 hemagglutinating extracts had the activity inhibited
by one or more sugars or glycoproteins. The lectin from Chondrilla nuctla was resistant to thermal
denaturation when heated up to 100 °C for 60 minutes. Hemolytic activity was only found in the
extracts from Petromica citrina and Acervochalina sp. The species of sea sponges that showed
major potential for futures studies of their lectins were Axinella corrugata, Chondrilla nucula and
Chondrosia collectrix, due to the highest hemagglutinating activity presented by their extracts,
allied to the highest specific activity.

Keywords: Sponges, lectins. hemagglutinating activity. hemolytic activity.

INTRODUCAO

A costa brasileira com 8000 Km apresenta uma
importante fauna marinha praticamente inexplorada
(Berlinck et al.. 2004). Dentre os organismos presentes
destacam-se as esponjas, um dos animais multicelulares
mais simples. Devido & sua prevaléncia, distribuicdo
e habilidade de sintetizar uma gama de compostos de
diferentes classes estruturais, as esponjas tornaram-se
uma das fontes mais promissoras de isolamento de novos

16

* E-mail: hampe@orion.ufigs.br, Tel. + 55-51-33165560

203

metabdlitos primarios e secundarios, dos quais varios com
importantes atividades biologicas e fontes potenciais de
farmacos para tratamento de diversas doengas humanas
(Berlinck et al.. 2004: Carté. 1996).

Foi o isolamento do C-nucleosideo da esponia
Cryptotheca crypta ha quatro décadas que forneceu a base
para a sintese de citarabina, o primeiro agente anticancer
derivado de fonte marinha a ser desenvolvido para uso
clinico em casos de linfoma e leucemia (Cragg; Newman,
1999). O’Keefe et al. (1997) isolaram uma nova proteina
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Detecciio de atividade lectinica e atividade hemolitica em exiratos de esponjas (Porifera) nativas da costa atlantica do Brasil

Tabela 1. Avaliacio da atividade hemaglutinante dos extratos aquosos de esponjas para eritrécitos de diferentes espécies animais

Atividade hemaglutinante especifica {UH/mg de proteina)

Espécies testadas *Coetho *Hum A *Hum AB  *Hum O *Hum B *Cao *QOvelha  *Cavale  *Boi
Acervochaling sp. {PB) MCN 4266 103,22 103,22 51,61 25,81 25.81 0,00 0,00 0,00 0,00
Agelas sp. (PB) MCN 4269 1.34x10° 2.69x10° 83.96 21,00 10,49 335,87 0,00 33587 0,00
Axinella corrugata (SCy MCN 3772 174x10° 681,66  1L09x10°  545x10° 545x10°  2,1810° 34081 0,00 170,40
Chondrosia collectrix (PE) MCN 4656 6,00 61538 307,69 2.46x10° 307,69 0,00 0,00 7,88x10° 0,00
Chondrifla nucula (PB) MCN 5139 5.42x10° 339x10° 3,39x10° 6,67x10°  667x10° S542x10° 137,93 §83x10° 27586
Cinachyrella alloclada (PE) MCN 4659 1,01x10* 316,04 79,01 632,10 5,06x10° 632,10 3951 127x10°  79.01
Guitarra spl. (SC) 9,62x10° 9.62x10° 600,94 0,00 0,00 0,60 0,00 0,00 0,00
Guitarra sp2. (SC) 0.60 0,00 2221 58,63 58,63 229,14 0.00 469,03 0,00
Guitarra sepia (SC)MCN 3413 2425100 7547 0.00 0,00 7547 0.00 0.00 0,00 0,00
Haliclona tubifera (SCYMCN 3771 0.00 0.00 .00 4,00 0.00 NT NT NT NT
Monanchora arbuscida (PB) MUN 4268 0.60 0,00 0.00 4,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,00
Afveale arcuiris (SCy MCN 3984 0,00 4,00 (.00 6,00 3,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Niphates sp. (PB) MCN 4263 4,00 0,60 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,560 0,00
Petromica citrina (SC) NCN 3395 0.00 0,00 0,00 34,00 0,00 0,00 .00 0,00 0,00
Placospongia carinaia (PE) MCN 4658 1,58x16° 98,76 197,53 395,06 395,06 790,12 0,00 3,16x10° 0,00
Polymastia janeirensis {SC) MCN 3569 000 0.00 0.00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00
Pseudaxinella reticidata (SC) MCN 3425 220x<10° 2,20x10°  220x10°  220x10°  2,20x10°  8381x10° NT NT NT
Raspailia sp. (SC) MCN 4004 0.00 0,00 0,060 0,00 0,00 0,00 735,97 147x10° 0,00
Suberitidae (PB) MCN 4262 0.00 4,00 0.00 0.00 0.00 0,00 0,00 0.00 0,00
Tedania ignis (SC) MCN 3397 0,00 4,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 0,00 8,00
*Snspensdo de eritrocitos a 2% em PBS SC= Santa Catarina PB= Paraiba PE~Perpambuco NT= nfo testado

MOCN= niimero de depdsito junto ag Museu de Ciéncias Naturais da Fundacfio Zooboténica do RS

a partir de extratos aquosos da esponja marinha Niphates
erecta, com atividade contra o virus da Imunodeficiéncia
Humana e que denominaram nifatevirina. Uma proteina
com atividade hemolitica, ATPasica e neurotéxica,
denominada de suberitina, fol isolada de outra espécie,
a Suberites domuncula (Cariello; Zanetti, 1979). Monks
et al. (2002), trabalhando com extratos orginicos e
aquosos de 10 espécies de esponjas marinhas coletadas
na costa do Estado de Santa Catarina, constataram
atividade citotoxica em 4 extratos orgénicos, atividade
antimicrobiana em 2 extratos aquosos € um orgénico e
atividade antiquimiotaxica em 6 extratos aquosos.
Lectinas, um tipo especial de proteinas
ou glicoproteinas capazes de reconhecer e ligar
reversivelmente e com certa especificidade carboidratos
livres ou complexados (Peumans, 2002), foram descritas
em esponjas marinhas, pela primeira vez, por Doods,
Maclennan e Hawkin (1968) apud Kilpatrick (2000)
em extratos de Cliona celata e em espécies do género
Axinella. Nestes organismos, as lectinas teriam o papel
de tranportadoras de glicidios, de substincias importantes
para o crescimento e nutricio do animal, de receptores
para agregacio celular, de substincias de defesa contra
bactérias e parasitas, dentre outros (Buck et al., 1992;
Kilpatrick, 2000; Micucci; Camps, 1987). O interesse
pelas lectinas € devido as varias atividades biologicas que
as mesmas apresentam, como hemaglutinante (Sepcic et
al.,, 1997), mitogénica (Engel et al., 1992), citotdxica

(Pajic et al., 2002), hemolitica (Hatakeyama; Nagatomo;
Yamasaki, 1995), antibacteriana (Tunkijjanukij; Olafsen,
1998), dentre outras, as quais podem ensejar uma gama
de aplicagbes biolGgicas, tecnolégicas e inclusive
terapéuticas.

No presente trabalbo foram avaliadas a atividade
lectinica e a hemolitica de extratos aquosos de 20 espécies
de esponjas marinhas coletadas ao longo do litoral
Atlantico brasileiro, o efeito da temperatura sobre ambas
as atividades e determinados os inibidores da atividade
hemaglutinante.

MATERIAL E METODOS
Material animal e reagentes quimicos

As esponjas foram coletadas no litoral do Estado
de Santa Catarina (Axinella corrugata, Guitarra spl.,
Guitarra sp2., Guitarra sepia, Haliclona tubifera, Mycale
arcuiris, Petromica citrina, Polymastia janeirensis,
Pseudaxinella reticulata, Raspailia sp., Tedania ignis)
e no litoral dos Estados de Pemambuco (Chondrosia
collectrix, Cinachyrella  alloclada,  Placospongia
carinata) e Paraiba (Acervochalina sp., Agelas sp.,
Chondrilla nucula, Monanchora arbuscula, Niphates sp.,
Suberitidae). Amostra de cada espécie estd depositada
no Museu de Ciéncias Naturais (MCN) da Fundacio
Zoobotanica do Rio Grande do Sul. Sangue humano foi
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obtido junto ao Banco de Sangue do Hospital de Clinicas
de Porto Alegre, de coelho junto ao Biotério da Faculdade
de Farmacia da Universidade Federal do Rio Grande do
Sul (UFRGS) e o dos demais animais na Faculdade de
Veterinaria da UFRGS. A¢ucares e glicoproteinas usadas
foram da Sigma Chemical Co. (St. Louis, USA). Todos os
reagentes foram de grau analitico e as solu¢Bes preparadas
em agua purificada em sisterma Milli-Q.

Preparaciio dos extratos brutos

Imediatamente apds a coleta, as esponjas foram
lavadas exaustivamente com agua corrente € armazenadas
a —18 °C. Para a extracdo das proteinas, as esponjas
congeladas foram trituradas e maceradas em graal com
agua destilada e deionizada e deixadas em repouso
durante 30 minutos 4 temperatura ambiente de 20 °C (+
2 °C). A solucio obtida foi filtrada através de papel de
filtro ¢ estocada a 0 °C. O sedimento foi reextraido, nas
mesmas condi¢Bes experimentais, tantas vezes quantas
necessarias, até o sobrenadante ndo apresentar mais
atividade hemaglutinante. Os filtrados aquosos resultantes
foram reunidos, liofilizados e armazenados a -18 °C até o
uso.

Preparaciio dos extratos aguosos para os ensaios

O material liofilizado foi pesado ¢ solubilizado
em tampio fosfato salino (PBS: Na,HPO, 10mM, KH, PO,
3 mM e NaCl 136 mM, contendo NaN, 20 mg/L - pH
7,2), obtendo-se uma solugdo a 10% (m/v). Em seguida,
a solugdo foi centrifugada a 11000 rpm por 10 minutos
a 4 °C em microcentrifuga Eppendorf. O sedimento foi
desprezado e o sobrenadante (extrato aquoso) foi coletado
¢ usado para 0s ensaios.

Avaliacdo das atividades hemaglutinante, hemeolitica e
determinacio dos inibidores da hemaglutinacgiio

A atividade hemaglutinante foi testada com
suspensfio, em PBS, de eritrocitos nativos a 2%,
previamente lavados, pertencentes aos grupos sangiiineos
A, B, O ¢ AB humanos ¢ de distintas espécies animais
(coetho, cio, ovelha, cavalo e boi). Os ensaios foram
realizados em triplicata pelo método da dupla diluigiio
serial em placas de microtitulagio com fundo em U,
usando-se 25uL do extrato aquoso € 25uL da suspensdo
de eritrocitos. A observagio da hemaglutinagio foi feita
a olho nu, ap6s incubagdio das placas a 4 °C durante 16
horas.

A atividade hemolitica para eritrdcitos nativos a
2% em PBS, previamente lavados, pertencentes a distintas
espécies animais, foi testada em placa de dupla diluicgo
serial com 25pL de extrato aquoso de esponjas adicionados
a 25ul. da suspensdo de eritrocitos. Paralelamente, um
controle negativo constituido de suspensdo de eritrocitos
em PBS e um positivo de eritrocitos a 1% em agua
purificada foram submetidos 3s mesmas condi¢bes
experimentais. A hemdlise foi observada a olho nu apés
incubaciio das placas a 4 °C, durante 2 horas e confirmada
por analise em microscopia Sptica (Mebs; Veiler; Heinke,
1985 modificado).

A atividade hemaglutinante ¢ hemolitica foram
expressas em unidades hemaglutinantes ¢ unidades
hemoliticas por mg de proteina (UH/mg e UHI/mg -
atividade especifica), respectivamente, considerando-se
unidades hemaglutinantes e/ou hemoliticas o inverso da
maior diluiciio de 25 pL. de extrato capaz de produzir o
efeito, extrapolado para 1mL, de acordo com Kilpatrick
e Yeomann (1978). A atividade hemolitica especifica do
extrato aquoso de cada espécie de esponja foi considerada
como 100%.

Tabela 2. Efeito de aglicares e glicoproteinas sobre a atividade hemaglutinaste dos extratos agnosos de esponjas

Espécies testadas

=Inibidores

Acervochalina sp.
Agellas sp.

Axinella corrugata
Chondrosia collectrix
Chondrilla nucula
Cinachyrella alloclada
Guitarra spl.
Guitarra sp2.
Guitarra sepia

Placospongia carinata
Pseudaxinella reticulata
Raspaifia sp.

N#o inibido

L-fucose, N-acetil-D-glicosamina, N-acetil-D-galactosamina
N-acetil-D-glicosamina, N-acetil-D-galactosamina, D-galactose
fetuina

fetuina

B-lactose

D-glicose, L-ramnose, D-lixose, L-sorbose

Nioe intbido

D-galactose, D-xilose, L-arabinose, B-lactose, rafinose, a(D)}-melibiose,
asialofetuina

D-galactose, fetuina, asialofetuing, B-lactose

4cido D-glicurbunico, T-xilose, L-fucose, L-sorbose

L-sorbose , acido D-glicurdnico

*Concentragio final: agtcares 0,2 M e glicoproteinas 0,5%
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Inibicido da hemaglutinagio foi realizada
incubando-se previamente o extrato aquoso durante 20
minutos a 20 °C (+2 °C) com o aglicar na concentragao final
de 0,2M ou com a glicoproteina a 0,5%. Imediatamente
apos, foi adicionada a suspensfio de eritrécitos nativos
a 2% da espécie animal que havia apresentado maior
suscetibilidade & hemaglutinacdo. A leitura da atividade
hemaglutinante foi realizada ap6s incubagfio durante 120
minutos da mistura a temperatura de 20 °C (+2 °C). Foram
utilizados os seguintes aglicares e glicoproteinas para os
testes: D-manose, D-glicose, D-galactose, L-fucose, L-
rammose, acido D-glicurdnico, N-acetil-D-galactosamina,
N-acetil-D-glicosamina, L-sorbose, D-lixose, D-xilose,
L(+)-arabinose, PB-lactose, sacarose, rafinose, a(D)-
melibiose, quitobiose, quitotriose, quitotetraose, fetuina
e asialofetuina.

Determinaciio de proteinas

O contetido de proteina dos extratos aquosos foi
determinado pelo método de Bradford (1976), utilizando
albumina bovina, fragio V (Sigma) como padrio.

Efecitodatemperaturasobreaatividadehemaglutinante
¢ hemolitica

Amostras dos extratos aquosos que apresentaram
atividade hemaglutinante ou hemolitica foram submetidas,
em tubos de Eppendorf, a aquecimento em banho de dgua,
por 10 e/ou por 30 ou por 60 minutos, a temperaturas de
30 °C, 40 °C, 50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C, 90 °C ¢ 100
°C, respectivamente. Imediatamente apds, os tubos foram
resfriados em banho de gelo. Quando necessario, os tubos
foram centrifugados 4 temperatura ambiente, com fins de
eliminar eventuais precipitados de proteinas formados
durante 0 aquecimento. A atividade hemaglutinante ou a
hemolitica foi analisada pelo método da dupla diluigio
serial em placa de microtitulagfo, usando-se a suspenséo
de eritrocitos a 2% da espécie animal mais sensivel
ao efeito hemaglutinante ou hemolitico da amostra
analisada.

RESULTADOS E DISCUSSAO

Extratos aquosos de 12 das 20 espécies
de esponjas estudadas apresentaram  atividade
hemaglutinante para os eritrocitos testados, mas apenas
11 aglutinaram eritrocitos humanos, segundo se pode
verificar na tabela 1. Os extratos aquosos de Axinella
corrugata, Chondrilla nucula, Chondrosia collectrix,
Cinachyrella alloclada e Guitarra spl. foram os que
apresentaram maior atividade lectinica especifica. O
extrato de Chondrilla nucula aglutinou todos os eritrécitos
testados, mas apresentou maior atividade hemaglutinante
para eritrécitos de cdo e coelho. De modo semelhante,
o extrato de Cinachyrella alloclada aglutinou todos os
eritrocitos testados, com maior atividade especifica para

eritrocitos humanos do grupo B, de coelho ¢ de cavalo.
Contudo, o extrato aquoso de Axinella corrugata, com
maior atividade lectinica para eritrécitos de coelho,
nfio aglutinou eritrécitos de cavalo. Nio foi detectada
atividade lectinica em extratos de Haliclona tubifera,
Monanchora arbustula, Mycale arcuiris, Niphates sp.,
Polymastia janeirensis, Suberitidae, Petromica cifrina ¢
Tedania ignis para os eriircitos testados. Nenhum dos
extratos hemaglutinantes mostrou especificidade absoluta
para eritrocitos de um dos grupos sangiiineos humanos ou
das diferentes espécies animais, o que faz com que estas
aglutininas nfio possam ser utilizadas na tipificacdo de
grupos sangiiineos humanos.

Em estudo de ocorréncia de lectinas em esponjas,
realizado por Bretting et al. (1981), os extratos brutos de
Cacospongia scalaris apresentaram maior seletividade
para eritrocitos humanos pertencentes ao grupo sangiiineo
0. Os mesmos autores verificaram que os das espécies
Dysidea fragilis, Reniera fulva, Acenthella acuta ¢
de Chondrosia reniformis n3o mostraram atividade
hemaglutinante para eritrocitos humanos, sendo que os
das trés primeiras espécies citadas aglutinaram apenas
eritrocitos de coelho.

A lectina de Haliclona cratera aglutinou
eritrocitos de humanos pertencentes aos grupos
sangiiineos A, B, O ¢ AB e de ovelhas nativos ou tratados
por enzimas (papaina, tripsina e neuraminidase), com
intensidade similar (Pajic etal., 2002). Extratos aquosos de
Callispongia fallax mostraram atividade hemaglutinante
somente ap6s tratamento dos eritrocitos de coelho e de
hamster com tripsina e com pronase, respectivamente.
Além disso, a atividade hemaglutinante do extrato da
esponjadplysinacauliformis aumentousignificativamente
ap6s tratamento dos eritrocitos de coelho e de hamster
com enzimas proteoliticas (Miarons; Fresno, 2000).
No presente trabalho nfio foi realizado tratamento dos
eritrécitos usados com enzimas proteoliticas. O fato de
ndio ter sido encontrada atividade lectinica em alguns dos
extratos analisados no presente trabalho, nfio descarta a
possibilidade da presenga das mesmas nestas espécies,
em vista da limitacio dos tipos de eritrocitos utilizados
e/ou por nio terem sido usados eritrdcitos tratados com
enzimas.

A tabela 2 apresenta os resultados da inibigfio
da atividade hemaglutinante dos extratos aquosos
por aglicares efou por glicoproteinas. Como pode ser
verificado, a aglutinabilidade dos extratos de Cinachyrella
alloclada, Chondrilla nucula e Chondrosia collectrix foi
inibida por um tnico aglicar ou por uma glicoproteina
apenas. A inibigio total da lectina dos extratos de
Cinachyrella alloclada apenas por B-lactose confirmou
os resultados descritos por Atta et al. (1989). Néo foi
possivel obter inibigdo da atividade hemaglutinante dos
extratos de Guitarra sp2. ¢ de Acervochalina sp. com
as glicoproteinas ou agucares testados, sendo que os
mesmos ndo so eritrocito especificos. Atta et al. (1992)
analisando a lectina isolada de Anmthosigmella varians
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Tabela 3. Efeito da temperatura scbre a atividade hemaglutinante dos extratos aquosos de esponja

Espécies testadas

*Temperatura de inibicdo total

Acervochalina sp.
Agellas sp.

Axinella corrugata
Chondrosia collectrix
Chondrilla nucula
Cinachyvella alloclada
Guitarra spl.

Guitarra sp2.

Guitarra sepia
Placospongia carinata
Pseudaxinella reticulata
Raspailia sp.

ndo inibida
80°C
50 °C
80 °C

ndo mibida
100 °C
80 °C
80 °C
70 °C
R0 °C
80 °C
100 °C

*Tempo de aquecimento : 10 min

nfo determinaram o inibidor da mesma com os agficares
testados. Supde-se que, nestes casos, o agucar inibidor
tenha uma estrutura complexa, a exemplo do inibidor da
lectina de Phaseolus vulgaris (PHA).

Por outro lado, um considerdvel nlmero de
lectinas de esponjas marinhas sfo inibidas por D-
galactose e N-acetil-D-galactosamina (Bretting et al,
1981; Schroder et al, 1990). Os resultados descritos
na tabela 2 mostram que apenas extratos aquosos de
Axinella corrugata foram inibidos por D-galactose ¢ N-
acetil-D-galactosamina, além de N-acetil-D-glicosamina.
Kawagishi et al.(1994) constataram que a lectina HOL-
I de Halichondria okadai foi inibida por oses contendo
grupamento N-acetil, como N-acetil-D-galactosamina e
N-acetil-D-glicosamina. Este comportamento € indicio
de que a HOL-I reconhece e liga especificamente
grupamentos N-acetil de agicares. O fato da atividade
hemaglutinante dos extratos pertencentes a distintas
espécies de esponjas ter sido inibida por mais de um tipo
de agticar, pode indicar a presenga de mais de uma lectina
no extrato ou de isoformas ou de isolectinas, além da
possibilidade de uma mesma lectina ser especifica para
porgdes similares da estrutura dos diferentes agticares ou
glicoproteinas.

Os extratos de esponjas pertencentes ao género
Guitarra sp. apresentaram atividade hemaglutinante

para diferentes tipos de eritrocitos e distintos inibidores,
fornecendoindicios detratar-se deduasespéciesdiferentes.
Estes resultados poderiam ser aplicados na identificagfio ¢
caracterizacfio taxonOmica destas esponjas.

A tabela 3 exibe o efeito da temperatura sobre
atividade hemaglutinante dos extratos aquosos. Raspailia
sp. e Cinachyrella alloclada perderam a atividade
hemaglutinante apdés aquecimento a 100 °C, durante
10 min. A lectina de Acervochalina sp. ndo perdeu a
atividade por efeito de aquecimento a 100 °C por 30
min, e a atividade lectinica de Chondrilla nucula foi
resistente a0 aquecimento a 100 °C por 60 min. Este
comportamento € bastante raro, porém presente em
lectinas de baixo peso molecular, como a da alga marinha
Bryothamnion ftriguetrum que apresentou, segundo
Calvete et al. (2000), resisténcia 4 desnaturagdo térmica
e cuja atividade hemaglutinante foi inibida somente por
agticares ou glicoproteinas complexas. Pajic et al. (2002)
constataram que a atividade hemaglutinante da lectina de
Haliclona cratera diminuiu apés 15 min de aguecimento
a 95 °C e desapareceu completamente apos 60 min.

Os testes de hemolise, realizados com os distintos
eritrocitos nativos e lavados, mostraram que dentre os
vinte extratos analisados, somente dois, os de Petromica
citrina e Acervochalina sp., possuiam atividade hemolitica
(tabela 4). O extrato de Acervochalina sp. apresentou

Tabela 4. Avaliacdo da atividade hemolitica dos extratos aquoses de esponjas para
eritrocitos de diferentes espécies de animais e efeito da temperatura sobre a atividade

Espécie Atividade hemolitica especifica Efeito da Temperatura
{UHU/mg proteina) 100 °C /10 min
*Cavalo *Bai *Cdo  *Ovelha *Qvelha
Acervochalina sp. 1,65x10° 20645 825,81 1.65x10° 825,81
Petromica citrina 731,34 73134 2,93x107 2,93x10° L17x1¢?

* Suspensfio de eritrdcitos a 2% em PBS

20

Rev. Bras. Farmacogu.
Braz J. Pharmacogn.
15(1):jan/mar. 2005

207



Deteccio de atividade lectinica e atividade hemolitica em extratos de esponjas (Porifera) nativas da costa atlantica do Brasil

tanto atividade hemolitica quanto hemaglutinante. O
mesmo tipo de comportamento foi relatado por Mebs,
Weiler E Heinke (1985) para fragGes de extratos aquosos
de esponjas marinhas eluidas de coluna de Sephadex
G-75, indicando, neste caso, componentes com peso
molecular elevado como sendo os responsaveis por
ambas as atividades.

Os extratos de Acervochalina sp. apresentaram
reducio de 50% de sua atividade hemolitica apds
aquecimento a 100 °C, durante 10 min, o que poderia
levar a supor que, ao menos parte dessa atividade,
deve-se 4 aclio de compostos suscetiveis 3 elevagio de
temperatura. De um modo geral, proteinas s3o compostos
que perdem sua atividade biologica, por desnaturacgio,
quando submetidas ao efeito de elevacdo de temperatura,
geralmente acima de 50 °C. Contudo, nfo foi verificado
se o responsavel pelo efeito hemolitico dos extratos
analisados teria natureza protéica € se 0 mesmo seria
a proteina hemaglutinante. Por outro lado, o extrato
de Petromica citrina apresentou aumento de atividade
hemolitica apos ter sido submetido ao aquecimento em
banbo de 4dgua a 100 °C por 10 min, o que poderia ser
indicativo de que um fator 14bil & temperatura poderia
estar associado ao fator hemolitico diminuindo a sua
acfo a baixas temperaturas. Nao foram encontrados na
literatura estudos relacionando efeito da temperatura e
atividade hemolitica em extratos de esponjas marinhas.

Segundo Miarons e Fresno (2000), extratos de
espécies do género Agelas e Ircinia mostraram atividade
hemolitica para eritrocitos de diferentes espécies animais.
O extrato da espomja Jothrocota birotulata exibiu
atividade hemolitica para praticamente todos os eritrécitos
testados, enquanto que o de Callispongia fallax exibiu
apenas para eritrocitos de coetho nativos, mas nfio para
os tratados com tripsina. Também ndo foi encontrado
na literatura referéncia de atividade hemolitica devido a
lectinas em extratos de esponjas marinhas. No entanto,
além da proteina toxica suberitina, foram deseritos como
responsaveis pela atividade hemolitica em extratos de
esponjas polimeros de alquilpiridinas e outros compostos
nfo identificados (Berlinck et al., 1996; Bourget et al.,
1988; Cariello; Zanetti, 1979; Mangel et al., 1992; Sepcic
et al., 1997).

CONCLUSAQO

Neste trabalho, as espécies de esponjas
marinhas que apresentaram maior potencial para futuros
estudos de purificacdo, caracterizagio e determinagio
das propriedades biolégicas de lectinas para fins de
aplicacfio foram Axinella corrugata, Chondrilla nucula
¢ Chondrosia collectrix, em vista da maior atividade
hemaglutinante apresentada por secus extratos, aliada a
maior atividade especifica.
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The lectin from the marine sponge Axinella corrugata (ACL-1) was purified by affinity chromatography on
rabbit erythrocytic stroma incorporated into a polyacrylamide gel followed by gel filtration on Ultrogel AcA
44 column. Purified ACL-1 is a hexameric glycoprotein with a Mr of 82.3 kDa estimated by SDS-PAGE and
78.5 kDa by FPLC on Superose 12 HR column. The pl of lectin is 6.3 and ACL-1 is constituted of 13.9 kDa similar
subunits some of them linked by disulphide bridges. This lectin agglutinates native rabbit, goat and dog
erythrocytes and in less extent human erythrocytes. The hemagglutinating activity is independent of Ca*",

Keywords: i

,;X;‘-',‘,d;,,a corrugata Mg?" and Mn?*, but it is strongly inhibited by carbohydrates containing N-acetyl groups. ACL-I is stable up to
Chemotaxis 70 °C for 30 min, with optimum pH between 7 and 8, and it is also resistent to enzymatic proteolysis in vitro.
Lectin In the presence of reducing or denaturant agents, the lectin activity decreases. ACL-1 displays chemotactic

Marine sponge effect on rat neutrophil in vitro which is inhibited by N-acetyl-p-glucosamine.

© 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.

1. Introduction

Sponges (Phylum Porifera) are among the oldest metazoan animals
and are the simplest of the multicellular animals. Because of their
prevalence, distribution and ability to biosynthesize a variety of classes
of natural compounds, the sponges have become one of the dominant
sources of biologically active marine natural products. Among these
compounds are the lectins (Carté, 1996; Hentschel et al., 2006).

Lectins are (glyco)proteins that possess at least one noncatalytic
domain able to recognize and to bind, in a reversible manner and with
certain specificity, carbohydrates free or complexed, without modify-
ing them (Peumans and van Damme, 1995). Lectins show considerable
differences in their proteic structures, characteristics and conse-
quently in their biological properties.

Because of their capacity to detect subtle differences among
complex carbohydrate structures binding to them and their high
stability (relatively good resistance to acidic pH and degradation by
gastrointestinal proteolytic enzymes), lectins are valuable tools for
detection, isolation and characterization of glycoconjugates, for cyto
and histochemistry, for the examination of changes that occur on cell

* Corresponding author. Tel.: +55 51 33085561; fax: +55 51 33085534,
E-mail address: rogdresch@gmail.com (M.M. Vozari-Hampe).

1532-0456/$ - see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi:10.1016/j.cbpc.2008.03.003

surfaces during physiological and pathological processes, from cell
differentiation to cancer and for the study of immunological and
inflammatory processes (Zatta and Cummings, 1992; Ponchel and
Irache, 1998; Ezpeleta et al., 1999; Dias-Baruffi et al., 2000; Gabius et al.,
2002; Sharon and Lis, 2004; Sharon, 2007).

Although lectins are largely found in nature and have countless
biological and medical applications, their physiological roles in marine
invertebrates and especially in marine sponges are not well known. The
lectin from the marine sponge Cliona varians was described and displays
cytotoxic effect on Gram positive bacteria and agglutinates Leishmania
promastigotes, indicating physiological defense roles of the protein
(Moura et al,, 2006). The lectin of the sponge Haliclona cratera also
showed cytotoxicity towards HeLa and FemX cells (Pajic et al,, 2002).
Furthermore, this lectin displays mitogenic effect in vitro on human T
lymphocytes, as well as Axinella polypoides lectin I (Phillips et al., 1976).
Mitogenic activity was also a characteristic of the lectin isolated from the
sponge Craniella australiensis (Xiong et al., 2006). On the other hand, one
feature of Geodia cydonium lectin 1 is to link the aggregation factor to cells
in the adhesion systems of the sponge (Wagner-Hiilsmann et al., 1996).

During the screening for lectin activity in aquous extracts from
marine sponges of Brazilian South Atlantic Coast with the aim to
search for new lectins with distinct structures and properties (Dresch
et al, 2005), we found that the extracts from Axinella corrugata
strongly agglutinated rabbit erythrocytes. In the present work we
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describe the isolation, characterization and properties of A. corrugata
lectin I (the main lectin in this sponge).

2. Materials and methods
2.1. Materials

The sponge A. corrugata (George and Wilson, 1919) was collected
by scuba diving, at depths between 0.5 and 14 m, at Atlantic coastline
of Santa Catarina (southern Brazil). After the collection, the fresh
sponges were washed exhaustively with sea water and frozen at
-18 °C until use. Taxonomic designation was based on scanning
electron microscope studies and on skeletal slides and dissociated
spicule mounts. A fragment was deposited in the Museu de Ciéncias
Naturais-Porifera (MCNPOR) collection of the Fundac¢do Zoobotanica
do Rio Grande do Sul (RS), Brazil under number MCN 6296.

Fresh human blood was obtained from the Laboratério de Anélises
Clinicas da Faculdade de Farmadcia, Universidade Federal do Rio
Grande do Sul (UFRGS) and those of healthy animals from the Animal
House of Faculdade de Farmacia and from the Faculdade de
Veterinaria [UFRGS. The blood samples were collected on 0.2 M
EDTA in PBS as an anticoagulant.

Glycogen, LPS (lipopolysaccharide from Escherichia coli), PMSF
(phenylmethylsulphonyl fluoride), Coomassie brilliant blue R 250, BSA
(bovine serum albumin), Blue Dextran, proteolytic enzymes, carbohy-
drates and glycoproteins were obtained from Sigma-Aldrich (St. Louis,
MO, USA). Molecular weight markers for molecular mass estimation
were purchased from Amersham (Uppsala, Sweden), Invitrogen
(Carlsbad, CA, USA) and from GE Healthcare (Chalfont St. Giles,
Buckinghamshire, England). Cellulose nitrate filter was obtained from
Millipore (Bedford, MA, USA), Immobiline Drystrip (pH 3-10) from
Amersham, 2-mercaptoethanol from Calbiochem (San Diego, CA,
USA), DTT (dithiothreitol) from Fluka (Buchs, Switzerland) and
Ultrogel AcA 44 from LKB (Villeneuve-la-Garenne, France). All other
chemicals were reagent grade. All the solutions were prepared with
Milli-Q purified water, Millipore system (Bedford, MA, USA), desig-
nated as water in the text.

2.2. Extraction and purification of the lectins

To extract Axinella proteins, the frozen sponges were defrosted at
room temperature (20 °C), cut into small pieces, triturated in grail and

extracted with water on ice bath, for 30 min. After centrifugation in an
Excelsa clinical centrifuge (Fanem, S3o Paulo, Brazil) for 10 min at
3000 rpm, the supernatant was collected and the sediment reex-
tracted with water. This procedure was repeated until the supernatant
did not present any hemagglutinating activity. The supernatants were
combined, concentrated in speed-vac (UniEquip, Miinchen, Germany)
and freeze-dried.

The freeze-dried material was suspended with pH 7.2 phosphate
buffered saline (PBS), and soon after centrifuged at 16,000 g for
10 min. The supernatant {crude extract) was collected and applied to a
rabbit stroma-polyacrylamide gel column (9% 3 cm) equilibrated with
PBS and prepared according to Bétail et al. (1975). The crude extract
was recirculated through the column until all the hemagglutinating
proteins were bound to the affinity matrix.

The column was washed exhaustively with PBS until the
absorbance of unbound proteins was less than 0.010 at 280 nm. The
adsorbed proteins were eluted with 0.035 M NH4OH in 0.154 M NaCl
and the collected fractions were assayed for hemagglutinating activity
using 2% suspension (v/v) of native rabbit erythrocytes in PBS.

The active fractions were collected, dialyzed against water at 4 °C
and concentrated in speed-vac. The concentrated material was
solubilized in PBS and applied on Ultrogel — AcA 44 column
(75%1.6 cm), previously equilibrated and eluted with PBS at a flow
rate of 18 mL h™". The purified lectin (ACL-1) eluted from the column
with PBS was dialyzed against water and if not used immediately it
was concentrated and freeze-dried until use. A second lectin (ACL-II)
bound to the gel filtration column was subsequently eluted with
water. Lectin purification procedures were accompanied by PAGE
performed with 11% polyacrylamide gel in pH 9.2 Tris-HCl buffer and
by SDS-PAGE using 11% polyacrylamide as separation gel in Tris-HCl,
pH 8.3, containing 2% SDS and 5% 2-mercaptoethanol, as separating
buffer according to the procedure of Laemmli (1970), but without pre-
heating the samples. Protein content from chromatography eluates
was monitored by absorbance at 280 nm. Protein content from
samples was determined by the Lowry method (Lowry et al., 1951)
using BSA as standard.

2.3. Hemagglutination assay and lectin specificity
Hemagglutinating activity of the lectin was assayed on U bottomed

microtiter plates towards rabbit erythrocytes by the twofold serial
dilution method using 25 pL of lectin solution in PBS. A volume of

2.5 ~ 1500
Pi  PBS P,
1250

2.0
° L 1000
e 1.5 ~
8 =
£ 0.035 M NH,OH in 750 S
3 104 0.154 M NaCl T
< \ - 500

%7 L 250

0.0 3 & 2 s - 0

[¢] 50 100 150 200 250 300

Volume (mL)

—=— absorbance (280 nm) —— hemagglutinating activity (HU/mL)

Fig. 1. Affinity chromatography of the crude extract of sponge Axinella corrugata on rabbit stroma-polyacrylamide gel column.
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Fig. 2. Gel filtration of peak P2 eluted from rabbit stroma-polyacrylamide column on Ultrogel AcA 44 column.

25 pL of 2% suspension (v/v) of native erythrocytes previously washed
three times with PBS by centrifugation (3000 r.p.m., for 10 min at
20 °C) was added to each well. The hemagglutination was visually
evaluated after 120 min of incubation at 4 °C. Lectin specificity
towards human erythrocytes and from distinct animals was assayed
by the same method. Hemagglutination units (HU) were defined as
the reciprocal of the titre which corresponds to the higher dilution
giving visible hemagglutination. HU/mL were calculated according to
Kilpatrick and Yeoman (1978). Lectin specific activity was defined as
the activity in such units per mg of protein.

To determine the inhibitory effect of carbohydrates on the
hemagglutinating activity of ACL-I and ACL-II, the substances were
twofold diluted serially in 12.5 uL of PBS on the microtiter plates and
12.5 pL of 0.1 mg/mL of lectin solution was added to each samples.
After 30 min incubation, a 2% suspension (v/v) of native rabbit
erythrocytes in PBS was added (25 pL). The hemagglutination was
visually evaluated after 120 min of incubation at 4 °C. The minimal
inhibitory concentration of each substance which caused complete
inhibition was recorded.

The following carbohydrates were assayed: 2-deoxi-p-ribose, 1-
arabinose, D-xylose, D-lyxose, D-glucose, 2-deoxy-p-glucose, b-mannose,
p-fructose, b-glucose-1-phosphate, p-glucose-6-phosphate, b-glicuronic
acid, p-galacturonic acid, .-sorbose, p-maltose, 1-fucose, L.-rhamnose,
p-cellobiose, p-threalose, a~(D)-mellibiose, sucrose, p-galactose, -
galactose, p-p-lactose, a-D-lactose, methyl-oa-(p)-mannopyranoside,
methyl-a-(p)-galactopyranoside, p-galactosamine, p-glucosamine,
sialic acid, N-acetyl-p-mannosamine, N-acetyl-pD-glucosamine, N-
acetyl-p-galactosamine, N-acetyl-p-lactosamine, p-nitrophenyl-p-p-

Table 1
Purification of the ACL-I of Axinella corrugata

Fraction Total Total Specific ~ Purification = Recovery
protein  activity  activity (-fold) in protein
(mg) (HU) (HU/mg) (%)

Crude extract 30 191,066 6368 1 100

Affinity chromatography  0.276 23,705 86,200 13.53 0.9

on rabbit stroma-

polyacrylamide matrix

Gel filtration 0.061 14,621 239,688 37 02

chromatography on

Ultrogel AcA 44

galactopyranoside, p-melezitose, raffinose, N, N/, N”-triacetylchito-
triose, dextrane and chitin.

2.4. Molecular mass estimation

The relative molecular mass (Mr) of the native ACL-I and of its
subunits were estimated by SDS-PAGE (Laemmli, 1970) using 11%
polyacrylamide separation gel, in the presence or absence of 5% 2-
mercaptoethanol and 2% SDS, without or pre-heating the samples in a
waterbath at 100 °C for 3 and in 30 min. Staining of proteins in the gel
slabs was performed with 0.2% Coomassie brilliant blue R 250.

In a second approach the molecular mass of the native lectin was
estimated by gel filtration on a FPLC System (Pharmacia, Uppsala,
Sweden) using a Superose 12 HR column (30% 1 cm) equilibrated and
eluted with PBS containing 0.2 M N-acetyl-p-glucosamine (GIcNAc).
Ribonuclease A (13.7 kDa), carbonic anhydrase (29 kDa), ovalbumin
(43 kDa) and conalbumin (75 kDa) were used as molecular weight
markers.

2.5. Isoeletric point determination

Isoeletric point determination of ACL-I was performed on LKB
Multiphor II (Pharmacia, Uppsala, Sweden) using Immobiline Drystrip

1 2

Fig. 3. Electrophoresis of ACL-I in 11% polyacrylamide gel (PAGE), at pH 9.2. Lane 1 —
ovalbumin; Lane 2 — ACL-I (20 ug).
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Superose 12 HR 10/30 equilibrated and eluted with 0.2 M GlcNAc in PBS. The eluted
fractions (1.0 mL each) were monitored at 280 nm. Molecular weight markers (kDa)
were: (1) ribonuclease A (13.7); (2) carbonic anhydrase (29); (3) ovalbumin (45) and (4)
conalbumin (75).

3-10 and buffer solution containing 8 M urea, 0.05 M DTT and 2%
CHAPS detergent. A voltage of 300 V was applied for the electro-
phoccusing run for 30 min, followed by 3000 V for 5 h.

2.6. Effects of pH, temperature and divalent cations on hemagglutinating
activity

The effect of pH on the hemagglutinating activity of ACL-I was
evaluated by incubation of lectin samples (100 pg/mL) for 1 h at 20 °C
with buffers of different pH ranging from pH 3.0 to pH 11.0; the
hemagglutinating activity was measured in pH 7.2 PBS. The buffers
used were 0.01-0.02 M citrate-phosphate (pH 3.0-5.5), 0.02 M
phosphate buffer (pH 6.0-8.0) and 0.02 M glycine-NaOH buffer (pH
8.5-11.0).

The temperature effect on the hemagglutinating activity of ACL-I
was studied at temperatures ranging from 0 °C to 100 °C. The lectin

kDa -

45

29

20
14.4/ 008

Fig. 5. SDS-PAGE of Axinella corrugata proteins and purified ACL-I in 11% polyacrylamide
gel. Lane 1 — molecular weight markers (kDa): phosphorylase b (97); bovine serum
albumin (66); ovalbumin (45); carbonic anhydrase (29); soybean trypsin inhibitor (20)
and o-lactalbumin (14.4); Lane 2 — crude extract from marine sponge Axinella
corrugata; Lane 3 — ACL-l heated at 100 °C for 3 min in the presence of 5% 2-
mercaptoethanol; Lane 4 — ACL-I without heating in presence of 5% 2-mercaptoethanol;
Lane 5 — ACL-l without heating in absence of 5% 2-mercaptoethanol. Staining of
proteins in the gel was performed with 0.2% Coomassie brilliant blue.
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Fig. 6. SDS-PAGE of ACL-1 in 11% polyacrylamide gel. All the samples were heated at
100 °C for 30 min. Lane 1 — molecular weight markers (kDa): bovine serum albumin
(66); ovalbumin (45); carbonic anhydrase (29); trypsinogen (24); cytochrome C (12.4);
Lane 2 — ACL-1 heated in absence of 5% p-mercaptoethanol and 2% SDS (before loading
into the gel SDS was added to the sample); Lane 3 — ACL-] heated in the presence of 2%
SDS without 5% p-mercaptoethanol; Lane 4 — ACL-I heated in the absence of 2% SDS and
in presence of 5% p-mercaptoethanol (before loading into the gel SDS was added to the
sample).

samples (100 pg/mL) were incubated in waterbath at the distinct
temperatures for 10 and 30 min, respectively, and soon after cooled in
ice. The hemagglutinating activity was assayed at 20 °C.

The effect of divalent metal ions (Ca®*, Mg?* and Mn?*) on the lectin
activity was assayed in the presence of EDTA, as described by Pajic and co-
workers (2002) using 100 pg/mL lectin samples and 2.5 and 5 mM EDTA.

2.7. Effect of denaturant, reducing agents and proteolytic enzymes on the
hemagglutinating activity

The effect of urea on the lectin activity was evaluated by incubation
of the sample (100 pg/mL) for 30 min at 20 °C, in the presence of 4 M
urea and after assaying the hemagglutinating activity. The effect of
reducing agents on ACL-I activity was studied incubating the lectin
samples (100 pg/mL) in the presence of 2.5 and 5.0 mM of DTT or 2-
mercaptoethanol, for 30 min at 20 °C, followed by the evaluation of
the hemagglutination activity.

To assay the effect of proteolytic enzymes purified ACL-I samples
(50 pg) in 0.1 M Tris-HCl, pH 8.0, containing trypsin (1 mg/mL) or
chymotrypsin (1 mg/mL), were incubated at 37 °C for 3 h, in equivalent
amount of 50 pg of enzyme, according to the modified method of Rios
et al. (1996). After incubation, the reaction performed with trypsin or
with chymotrypsin was stopped with 1 pL PMSF (1 mg/mL) in ethanol
diluted in 0.1 M Tris-HCl, pH 8.0 (3:1; v:v). The lectin activity was
assayed by the twofold serial dilution method, using rabbit erythro-
cytes in PBS.
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Fig. 7. Effect of pH on the hemagglutinating activity of ACL-I.
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2.8. Neutral carbohydrate analysis

Neutral carbohydrate content in ACL-I was evaluated according to
the method of Dubois et al. (1956) with p-glucose as the reference
substance.

2.9. Chemotactic assay

ACL-I chemotactic activity in vitro was assayed by modified Boyden
method (1962) in 25-well acrylic chambers (15.5x15.5 cm) as
described by Monks et al. (2002).

Briefly, to obtain the rat neutrophils, 20 mL of 1% glycogen
dissolved in saline was injected i.p. in male wistar rats weighting 150
to 200 g. Four hours later, the animals were killed and peritoneal
washing was performed twice with 10 mL of Hanks solution. The
washing solutions were pooled and centrifuged for 10 min at 1200 g at
room temperature (20 °C). The cells pellet was resuspended in Hanks
solution to provide 1.5%10° cells/mL. Typical preparations contained
more than 95% of viable neutrophils.

The chemotactic assay was performed in microchambers. Each
microchamber consisted of two distinct compartments separated
during the course of the experiment by a filter membrane of cellulose
nitrate (Millipore) with 13 mm of diameter and pores of 8 um of
diameter held securely in place with a rubber “O” ring. The volume of
0.5 mL of lectin (0.4 to 12.8 ug/mL) or the reference chemoattractant
(LPS — 5 pg/mL) was placed in the lower compartment of each well
and 0.5 mL of neutrophils in the upper compartment. The lectin or LPS
was previously dissolved in rat homologe plasma and activated for
30 min at 37 °C followed by dilution with Hanks solution. The
chambers were incubated during 60 min at 37 °C. To verify the
inhibitory effect of carbohydrates on the neutrophil attracting activity
of ACL-], lectin samples were pre-incubated in medium containing
0.2 M GIcNAc for 30 min at room temperature. Each assay was
performed three times in duplicate.

After incubation, the filters were removed, fixed, stained with
hematoxylin, diafanized and mounted between slide and coverslip.
The reading of cell migration was made with a 40x objective by
measuring, with the optical micrometer on the fine focus knob of light
microscope, the distance from the top of the filter to the furthest plane
of focus which contained at least two cells in focus as described by

2 12
T 100
- £ 2 80
33 60
& DS 40
g‘“zo
5 0
=4

rabbit dog goat

sheep mouse

Zigmond and Hirsch (1973). The measures were taken from five fields
across the filter and the data expressed as mean +standard error of the
mean (S.E.M.) of the filters. The distance measured in micrometers
was compared statistically with the positive control (LPS) using
ANOVA (one-way). The Dunnett test was used to identify the different
groups when indicated for ANOVA through the statistical program
SPSS 13.0 (SPSS Inc., Chicago, IL).

3. Results
3.1. Isolation and purification procedure

Lectins from A. corrugata extracts were adsorbed to rabbit stroma-
polyacrylamide gel column and was desorbed as an active peak with
0.035 M NH4OH in 0.154 M NaCl (Fig. 1, peak 2).

The active material eluated from the stroma column was further
submitted to gel filtration on Ultrogel — AcA 44 column and ACL-I lectin
was eluted with PBS as a symetric peak (Fig. 2, peak ACL-1), followed by a
second peak devoid of hemagglutinating activity (peak X). A second
purified lectin ACL-I retained by the column was subsequently eluted
with water (Fig. 2, peak ACL-II).

The recovery of the purified lectin (ACL-I) represented 0.2% of the
total soluble proteins in the crude extract with 37-fold purification
(Table 1). Taking in consideration that ACL-I was the main lectin
extracted from A. corrugata, ACL-II was not further examined in detail
because its activity corresponds to only 10% of the lectin activity
recovered from AcA 44 column.

The ACL-I purified by gel filtration on AcA 44 column appeared as
one unique protein band by PAGE at pH 9.2 (Fig. 3), by SDS-PAGE
without pre-heating the protein sample (Fig. 5, lane 5) and by
isoelectric focusing (result not shown).

3.2. Physical and chemical properties of ACL-I

The relative molecular mass of ACL-1 was estimated as 78.5 kDa by
FPLC performed on Superose 12 HR column in the presence of 0.2 M
GIcNAc in PBS (Fig. 4). By SDS-PAGE, the molecular mass of the native
protein was estimated as 82.3 kDa (Fig. 5, lane 5) under non
denaturating conditions by heat and in the absence of reductant.
However, a weak band with molecular mass of 22 kDa appeared when
in the presence of reductant without pre-heating the lectin sample
(Fig. 5, lane 4).

When ACL-I sample was heated at 100 °C for 3 min in the presence
of 5% 2-mercaptoethanol, four protein bands with Mr of 82.3, 40.8
(weak), 22 and 13.9 kDa, respectively, were visualized in the
polyacrylamide gel slab after SDS-PAGE (Fig. 5, lane 3).

On the other hand, when SDS-PAGE was performed with the lectin
sample pre-heated at 100 °C for 30 min in the presence of 5% 2-
mercaptoethanol, only one band of 13.9 kDa appeared (Fig. 6, lane 4).
In the absence of reductant, 23% of the protein (evaluated by
densitometry scans) remained as a band with Mr of 82.3 kDa and
77% as the band with Mr of 13.9 kDa (Fig. 6, lane 3). The results show
that ACL-I consists of six similar monomeric subunits with Mr of
13.9 kDa, and some of them are linked by disulphide bounds.

rat (0] AB B A cattle

erythrocytes

Fig. 9. Hemagglutinating activity of ACL-I on native erythrocytes.
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Table 2
Carbohydrate inhibition of the hemagglutination of rabbit erythrocytes by ACL-I

Carbohydrates Minimal inhibitory concentration (mM)
N-acetyl-p-glucosamine 375

N-acetyl-p-galactosamine 37:5

N-acetyl-p-mannosamine 375

N, N, N"- triacetylchitotriose 3.125

N-acetyl-p-lactosamine >100

Analytical isoeletric focusing of the native lectin in the presence of
urea and DTT revealed only one band at pH 6.3 (data not shown).

The lectin maintained its hemagglutinating activity when sub-
mitted to pH variation in the range from 3 to 11. The higher activity
was observed between pH 7 and 8. (Fig. 7).

The hemagglutinating activity of ACL-I was stable at distinct
temperatures from 0 °C at 65 °C, to which the lectin samples was
exposed for 10 and 30 min, respectively. The activity decreased
considerably from 70 °C for 10 min and it was completely lost by heating
the protein at 95 °C and 100 °C for 30 and 10 min, respectively (Fig. 8).

EDTA, Ca%*, Mg?* and Mn?* did not affect the hemagglutinability of
the lectin, but incubations with 2.5 and 5 mM DTT or 2-mercaptoetha-
nol, as well as 4 M urea, decreased the activity by 50% (data not shown).

Hemagglutinating activity did not change after incubation of the
lectin with trypsin or with chymotrypsin for 3 h at 37 °C. Regarding
the possible effect of pepsin on the lectin activity it was not possible
evaluate it because the irreversible denaturation of the protein at pH
1.0 (results not shown).

The total neutral carbohydrates content of ACL-I was found to be
19.02%.

3.3. Lectin specificity

ACL-T agglutinated native animal erythrocytes to a different extent.
Native rabbit, goat and dog erythrocytes were agglutinated with larger
intensity and activity on native human erythrocytes of all three blood
groups was lower (Fig. 9). Agglutination was not detected with native
horse, chicken and pig erythrocytes.

Among the carbohydrates tested on native rabbit erythrocytes, N,
N', N"-triacetylchitotriose were found to display the highest inhibitory
potency which was 12 times greater than those of N-acetyl-p-
glucosamine, N-acetyl-p-mannosamine, N-acetyl-p-galactosamine
and 32 times greater than that of N-acetyl-p-lactosamine (Table 2).
All other carbohydrates tested were found to be inactive.

3.4. Chemotactic assay
ACL-I induced rat neutrophil migration in vitro at concentrations

from 0.8 to 12.8 pg/mL with results not statistically significant
(p>0.05) when compared with the chemoattraction exerced by LPS

(positive control). At lower concentration than 0.8 pg/mL of lectin, the
neutrophil migration was statistically significant (Fig. 10). The results
also indicated that the chemotactic activity of the lectin was not
concentration dependent from 0.8 to 12.8 pg/mL. In the presence of
0.2 M GlcNAc, the chemotactic effect of the lectin was inhibited.

4. Discussion

The marine sponge A. corrugata contains two lectins which were
denominated ACL-I e ACL-I}, respectively. Both lectins were isolated by
affinity chromatography on rabbit stroma-polyacrylamide gel and
purified by gel filtration (ACL-I) and by affinity chromatography (ACL-
II) on Ultrogel AcA 44 [ACL-1l is also inhibited by p-galactose while
ACL-1 is not (data not shown)]. Using stroma-polyacrylamide column
was possible eliminate completely the dark brown material present in
the crude extract. However, using GlcNAc-Agarose column was not
possible. ACL-I corresponded to the most active peak (90% of the total
hemagglutinating activity recovered from the AcA 44 column) and
then it was analysed in more details. Although only 0.2% of the sponge
protein extract was recovered as ACL-I lectin with 37-fold of
purification, these results show similarities concerning the protein
yield obtained in the processes of purification of some lectins from
marine sponges (Pajic et al., 2002; Moura et al., 2006). Native ACL-I has
a molecular mass of 78.5 kDa estimated by gel filtration on Superose
12 HR and appeared as one unique band of 82.3 kDa by SDS-PAGE,
with pI of 6.3 evaluated by native isoelectric foccusing. The Mr of
13.9 kDa of its subunits estimated by SDS-PAGE in the presence of 2-
mercaptoethanol and after 30 min of heating indicates that ACL-I is
likely composed by six similar subunits, some of them joined by
disulphide bridges. This lectin has a complex molecular structure.

Marine sponge lectins show diversity in molecular mass and
structure. Some are simple monomeric lectins with Mr of 14 kDa
(Dogovic et al., 1996) and others are organized in complex hexameric
structure maintained by disulphide bridges with molecular mass of
200 kDa as the lectin from Pellina semitubulosa (Engel et al, 1992).
Among the other invertebrates, the lectin from the molusc Helix
pomatia has also an hexameric structure with Mr of 79 kDa and it is
composed by six subunits with Mr of 13 kDa (Hammarstrém et al.,
1972).

Similar to most sponge lectins (Miiller et al., 1983; Schrider et al.,
1990; Pajic et al., 2002; Moura et al,, 2006), ACL-I is a glycoprotein.
Native ACL-1 has a plI of 6.3. This value is in accordance with the
prevalence of acidic over basic amino acids in lectins from marine
sponges. This value is quite similar to pl of 6.1 of P. semitubulosa lectin
(Engel et al., 1992), but it is higher than of Axinella polypoides lectin
and II (Bretting and Kabat, 1976) and lower than that of basic lectin
from Haliclona cratera (Pajic et al., 2002).

Like A. polypoides lectin I (Bretting and Kabat, 1976), hemaggluti-
nating activity of ACL-I is independent on the presence of divalent
cations while P. semitubulosa (Engel et al., 1992) and Cliona varians
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(Moura et al., 2006) lectins are Ca* dependent. ACL-I activity was
stable at a narrow pH range between 6.5 and 8.5 and up to temperature
of 65 °C for 30 min, but the activity decreased in the presence of urea
and of reducing agents. However, the lectin was resistant to proteolytic
action of trypsin and chymotrypsin. The resistance of the lectin to
proteolytic enzyme digestion is maybe due to its hexameric arrange-
ment. Jacaline, a lectin from Artocarpus integrifolia seeds (Rios et al.,
1996), is also resistant to the action of trypsin, chymotrypsin and of
pepsin accounted to its tetrameric structure. According to Ramos et al.
(1999) the low digestibility of native proteins is related to their highly
compacted three dimensional structures, stabilized by numerous
hydrophobic interactions and hydrogen bridges.

A. corrugata lectin I agglutinates strongly native rabbit erythrocytes
and with smaller intensity those from other animals including human
erythrocytes. Lectins from the marine sponges of the genus Axinella
show relative similarity related to erythrocytes specificity (Bretting
et al.,, 1981).

ACL-T activity is inhibited specifically by cabohydrates containing
2-N-acetyl groups such as GicNAc, GalNAc and ManNAc with equal
intensity but not by p-galactose (Table 2). LacNAc has weaker
inhibitory effect. The high affinity towards triacetylchitotriose, the
stronger inhibitor, can be atributed to its high content of 2-N-acetyl
groups indicating a multi-binding domain in the lectin. Taking in
account that none of the not N-acetylated carbohydrates tested were
effective as inhibitor, and that ManNAc is, it is possible to cogitate that
OH groups of the other carbon atoms have little effect on the binding
of the lectin to carbohydrates. It has been reported that some other
lectins from marine sponges such as HOL-I isolated from Halichondria
okadai (Kawagishi et al., 1994) and the lectins I and Il from Aaptos
papillata (Bretting et al., 1976) bind preferencially to N-acetylated
derivatives and that of HOL-II has affinity for LacNAc (Kawagishi et al.,
1994). However, the activity of lectins isolated from sponges of Axi-
nella and from other genus is inhibited by p-galactose and some of
them very weakly by GalNAc (Bretting and Kabat, 1976; Bretting et al.,
1981; Schroder et al.,, 1990), but not by other N-acetyl carbohydrates.
Considering the great differences related to the affinity to carbohy-
drates it is difficult to establish similarities between the lectins from
the same sponges genus based on their carbohydrate specificity.

ACL-I showed chemotaxis towards rat neutrophils at the concen-
trations of 0.8 to 12.8 pg/mL, when compared to the effect of the
chemoattractant LPS on neutrophil migration in vitro. The effect of
ACL-I is not concentration dependent. It is supposed that the
chemotactic effect of ACL-1 is mediated by carbohydrate recognition
domain because it is inhibited by pre-incubation of the lectin with
GlcNAc, its inhibitor. However, it remains doubts if this lectin exercises
chemotaxis by an indirect mechanism, similar to that described by
Alencar and co-workers (2003). The findings suggest that ACL-I
presents a pro-inflammatory action and it may constitute tool in the
study of cellular events related to inflammation.

Lectin chemotaxis had been little studied in marine sponges.
Monks et al. (2002) studying antichemotactic effect of aqueous extract
from 10 marine sponges found that 6 of them showed this effect.
Queiroz and co-workers (2008) reported that intraperitoneal injection
into mice of Cliona varians lectin (50 pg/cavity) induced a maximal
leukocyte migration to the cavity 24 h after the protein administra-
tion. On the other hand, several plant lectins were described
displaying chemotactic activity (Benjamin et al., 1997; Dias-Baruffi
et al,, 2000; Alencar et al.,, 2003; Coelho et al., 2006). Small con-
centrations as 0.5 to 3 ng/mL of frutalin lectin isolated from Artocarpus
incisa induced neutrophil migration in vitro (Brando-Lima et al., 2005)
and Euphorbia milii lectin was concentration dependent chemotactic
in the range of 10 to 40 pg/mL (Dias-Baruffi et al,, 2000). However, it
was necessary 300 pg/mL of Arum maculatum lectin to show
chemotactic activity in vitro, although in vivo 200 pg/mL was enough
to induce neutrophil migration into the intraperitoneal cavity of rats
4 h after the injection (Alencar et al., 2005).

The binding of lectins to the carbohydrates of specific receptors on
cell surface triggers an array of biological responses such as cell
aggregation, cytotoxicity, mitogenic stimulation of lymphocytes, in-
duction of interleukines secretion, induction of neutrophyl migration,
etc (Singh et al,, 1999; Pajic et al., 2002; Queiroz et al., 2008). Monks
and co-workers (2002) working with crude aquous extracts from A.
corrugata verified that they display cytotoxicity and some antibacterial
effect. Studies are under progress in our laboratory to evaluate other
biological activities of ACL-I with the aim of its possible uses.

Acknowledgments

The authors thank Miss Cristiana Beatriz Reimann and Miss Silvana
Hoff, students of Pharmacy Faculty and Chemistry Faculty, respec-
tively, UFRGS, for technical assistance. This work was supported by
Brazilian Agency CAPES (Coordenagdo de Aperfeicoamento de Pessoal
de Nivel Superior) and PROPESQ (Pr6-Reitoria de Pesquisa)/UFRGS.

References

Alencar, N.MLN,, Assreuy, AM.S., Alencar, V.B.M.,, Melo, S.C., Ramos, M.V., Cavada, B.S.,
Cunha, EQ, Ribeiro, RA. 2003. The galactose-binding lectin from Vatairea
macrocarpa seeds induces in vivo neutrophil migration by indirect mechanism.
Int. J. Biochem. Cell Biol. 35, 1674-1681.

Alencar, V.B.M,, Alencar, N.M.N,, Assreuy, A.M.S., Mota, M.L., Brito, G.A.C., Aragdo, K.S.,
Bittencourt, ES.,, Pinto, V.PT, Debray, H., Ribeiro, RA., Cavada, BS., 2005. Pro-
inflammatory effect of Arum maculatum lectin and role of resident cells. Int. J.
Biochem. Cell Biol. 37, 1805-1814.

Benjamin, CF,, Figueiredo, R.C., Henriques, M.G.M.O., Barja-Fidalgo, C., 1997. Inflamma-
tory and anti-inflammatory effects of soybean agglutinin. Braz. J. Med. Biol. Res. 30,
873-881.

Bétail, G., Coulet, M., Genaud, L, Guillot, ], Scandariato, M., 1975. Les stromas
érythrocytaires inclus en gel de polyacrylamide. Applications a la chromatographie
daffinité. C. R. Soc. Biol. 169, 561-566.

Boyden, S., 1962. The chemotactic effect of mixtures of antibody and antigen on
polymorphonuclear leukocytes. J. Exp. Med. 115, 453-466.

Brando-Lima, A.C,, Saldanha-Gama, R.F, Henriques, M.dasG.M.O., Monteiro-Moreira, A.CO.,
Moreira, RA., Barja-Fidalgo, C., 2005. Frutalin, a galactose-binding lectin, induces
chemotaxis and rearrangement of actin cytoskeleton in human neutrophils:
involvement of tyrosine kinase and phosphoinositide 3-kinase. Toxicol. Appl.
Pharmacol. 208, 145-154.

Bretting, H., Kabat, E.A., 1976. Purification and characterization of the agglutinins from
the sponge Axinella polypoides and a study of their combining sites. Biochemistry
15, 3228-3236.

Bretting, H., Kabat, E.A., Liao, ., Pereira, M.E.A.,, 1976. Purification and characterization of
the agglutinins from the sponge Aaptos papillata and a study of their combining
sites. Biochemistry 15, 5029-5038.

Bretting, H., Donadey, C,, Vacelet, J., Jacobs, G., 1981. Investigations on the occurrence of
lectins in marine sponges with special regard to some species of the family
Axinellidae. Comp. Biochem. Physiol. B 70, 69-76.

Carté, BK., 1996. Biomedical potential of marine natural products. BioScience 46,
271-286.

Coelho, M.B., DeSouza, LA., Freire, M.G.M., Marangoni, S., Antunes, E., Macedo, M.L.R.,
2006. Neutrophil migration in mice induced by a mannose-binding lectin isolated
from Annona coriacea seeds. Toxicon 48, 529-535.

Dias-Baruffi, M., Sakamoto, M., Rossetto, S., Vozari-Hampe, M.M., Roque-Barreira, M.C.,
2000. Neutrophil migration and aggregation induced by euphorbin, a lectin from
the latex of Euphorbia milii, var. milii. Inflamm. Res. 49, 732-736.

Dogovic, N, Sladic, D., Kljajic, Z., Poznanovic, S., Gasic, M.J., 1996. Isolation and partial
characterization of a lectin from the marine sponge Crambe crambe. . Serb. Chem.
Soc. 60, 83-88.

Dresch, RR,, Haeser, A.S., Lerner, C,, Mothes, B., Vozéari-Hampe, M.M., Henriques, AT,
2005. Deteccdo de atividade lectinica e atividade hemolitica em extratos de esponjas
(Porifera) nativas da costa atlantica do Brasil. Rev. Bras. Farmacogn. 15, 16-22.

Dubois, M., Giles, K.A., Hamilton, ].K., Rebers, P.A., Smith, F, 1956. Colorimetric method
for determination of sugars and related substances. Anal. Chem. 28, 350-356.

Engel, M., Bachmann, M., Schréder, H.C,, Rinkevich, B., Kljajic, Z., Uhlenbruck, G., Miiller,
W.EG,, 1992. A novel galactose and arabinose-specific lectin from the sponge
Pellina semitubulosa: isolation, characterization and immunobiological properties.
Biochimie 74, 527-537.

Ezpeleta, I, Arangoa, M.A, Irache, M., Stainmesse, S., Chabenat, C, Popineay, Y.,
Orecchioni, A.-M., 1999. Preparation of Ulex europaeus lectin-gliadin nanoparticle
conjugates and their interaction with gastrointestinal mucus. Int. J. Pharmaceut.
191, 25-32.

Gabius, H-J,, André, S., Kaltner, H., Siebert, H.-C,, 2002. The sugar code: functional
lectinomics. Biochim. Biophys. Acta 1572, 165-177.

George, W.C., Wilson, H.V., 1919. Sponges of Beaufort (N. C.) harbor and vicinity. Bull.
Bur. Fish. 36, 130-179.

Hammarstrdm, S., West6d, A., Bjork, L., 1972. Subunit structure of Helix pomatia A
hemagglutinin. Scand. J. Immunol. 1, 295-309.

Please cite this article as: Dresch, RR., et al, ACL-], a lectin from the marine sponge Axinella corrugata: Isolation, characterization and
chemotactic activity, Comp. Biochem. Physiol. (2008), doi: 10.1016/j.cbpc.2008.03.003

219



8 RR. Dresch et al. / Comparative Biochemistry and Physiology, Part C xxx (2008) Xxx-Xxx

Hentschel, U., Usher, K.M,, Taylor, M.W., 2006. Marine sponges as microbial fermenters.
FEMS Microbiol. Ecol. 55, 167-177.

Kawagishi, H., Yamawaki, M., Isobe, S., Usui, T., Kimura, A., Chiba, S., 1994. Two lectins
from the Marine Sponge Halichondria okadai. An N-acetyl-sugar-specific lectin
(Hol-I) and N-acetyllactosamine-specific lectin (Hol-Il). J. Biol. Chem. 269,
1375-1379.

Kilpatrick, D.C., Yeoman, M.M., 1978. Purification of the lectin from Datura stramonium.
Biochem. J. 175, 1151-1153.

Laemmti, UK., 1970. Cleavage of structural protein during the assembly of the head of
bacteriophage T4. Nature 227, 680-685.

Lowry, O.H., Rosebrough, N.J., Farr, AL, Randall, RJ., 1951. Protein measurement with
the folin-phenol reagent. J. Biol. Chem. 193, 265-275.

Monks, N.R,, Lerner, C., Henriques, A.T., Farias, FM., Schapoval, E.E.S., Suyenaga, E.S., da
Rocha, A.B., Schwartsmann, G., Mothes, B., 2002. Anticancer, antichemotactic and
antimicrobial activities of marine sponges collected of the coast of Santa Catarina,
southern Brazil. J. Exp. Mar. Biol. Ecol. 281, 1-12.

Moura, R.M,, Queiroz, A.ES,, Fook, . M.S.L.L., Dias, A.S.F, Monteiro, N.K.V., Ribeiro, J.K.C,,
Moura, G.E.D.D., Macedo, L.L.P, Santos, E.A,, Sales, M.P., 2006. CvL, a lectin from the
marine sponge Cliona varians: isolation, characterization and its effects on
pathogenic bacteria and Leishmania promastigotes. Comp. Biochem. Physiol. A
145, 517-523.

Miiller, W.E.G,, Conrad, J., Schréder, C., Zahn, RK., Kurelec, B., Dreesbach, K., Uhlenbruck,
G., 1983. Characterization of the trimeric, self-recognizing Geodia cydonium Lectin I.
Eur. J. Biochem. 133, 263-267.

Pajic, L, Kljajic, Z., Dogovic, N., Sladic, D., Juranic, Z., Gasic, M.J., 2002. A novel lectin from
the sponge Haliclona cratera: isolation, characterization and biological activity.
Comp. Biochem. Physiol. C 132, 213-221.

Peumans, W.J., van Damme, EJ.M., 1995. Lectins as plant defense proteins. Plant Physiol.
109, 347-352.

Phillips, S.G., Bretting, H., Kabat, E.A., 1976. A galactose-inhibitable mitogen for human
lymphocytes from the sponge Axinella polypoides. J. Immunol. 117, 1226-1232.
Ponchel, G, Irache, J.-M., 1998. Specific and non-specific bioadhesive particule systems

for oral delivery to the gastrointestinal tract. Adv. Drug. Deliv. Rev. 34, 191-219,

Queiroz, A.FS., Moura, R.M., Ribeiro, J.K.C,, Lyra, L., Cunha, D.CSS., Santos, E.A., De-Sales,
M.P., 2008. Pro-inflammatory effect in mice of CvL, a lectin from the marine sponge
Cliona varians. Comp. Biochem. Physiol. C 147, 216-221.

Ramos, M.V, Teixeira, CR., Lopes, RO.M. Cavada, BS., 1999. Evaluation of the
proteolytic susceptibility of three lectins from subtribe Diocleinae using enzymatic
action, heat treatment and molecular modeling. J. Food Biochem. 23, 559-570.

Rios, FJ.B., Cavada, B.S., Medeiros, D.A., Moreira, R.A., Vasconcelos, L.M., Oliveira, J.TA.,
1996. Digestibility of plant lectins from Canavalia, Cratylia, Dioclea and Artocarpus
genera. Lectins Biol. Biochem. Clin. Biochem. 11, 277-284.

Schroder, H.C, Kljajic, Z., Weiler, B.E., Gasic, M., Uhlenbruck, G., Kurelec, B., Miiller, W.E.G.
1990. The galactose-specific lectin from the sponge Chondrilla nucula displays anti-
human immunodeficiency virus activity in vitro via stimulation of the (2'-5")
oligoadenylate metabolism. Antivir. Chem. Chemother. 1, 99-105.

Sharon, N., 2007. Lectins: carbohydrate-specific reagents and biological recognition
molecules. J. Biol. Chem. 282, 2753-2764.

Sharon, N., Lis, H., 2004. History of lectins: from hemagglutinins to biological
recognition molecules. Glycobiology 14, R53-R62.

Singh, RS, Tiwary, AKX, Kennedy, J.F, 1999. Lectins: sources, activities and applications.
Crit. Rev. Biotechnol. 19, 145-178.

Wagner-Hiilsmann, C., Bachinski, N., Diehl-Seifert, B., Blumbach, B., Steffen, R., Pancer,
Z., Miiller, W.E.G., 1996. A galectin links the aggregation factor to cells in the sponge
(Geodia cydonium). Glycobiology 6, 785~793.

Xiong, C,, Li, W,, Liu, H,, Zhang, W., Doy, ., Bai, X,, Dy, Y., Ma, X,, 2006. A normal mucin-
binding lectin from the sponge Craniella australiensis. Comp. Biochem. Physiol. C
143, 9-16.

Zatta, PF, Cummings, R.D., 1992. Lectins and their uses as biotechnological tools.
Biochem. Educ. 20, 2-9.

Zigmond, S.H., Hirsch, J.G., 1973, Leukocyte locomotion and chemotaxis. New methods
for evaluation and demonstration of a cell-derived chemotactic factor. J. Exp. Med.
137, 387-410.

Please cite this article as: Dresch, RR,, et al, ACL-], a lectin from the marine sponge Axinella corrugata: Isolation, characterization and
chemotactic activity, Comp. Biochem. Physiol. (2008), doi:10.1016/j.cbpc.2008.03.003

220



1990 - 1995

1995 - 1997

1996 - 1998

1998 - 2001

2001 - 2003

2002

2003 - 2004

2003

BIOGRAFIA

Graduacado em Farmacia - Farmacéutico.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre,
RS.

Graduacgao em Farmacia — Habilitagdo Bioquimico em Alimentos.
Universidade Federal do Rio Grande do Sul, UFRGS, Porto Alegre.

Responsavel técnico pela Farmacia de dispensagdo Farmasul,
Sapiranga.

Responsavel pelo controle de qualidade do Laboratério Cangeri,
Porto Alegre.

Responsavel técnico pela Farmacia de dispensagao Colla Pharma,
Porto Alegre.

Estagio no Laboratorio de Lectinologia do Departamento de
Bioquimica/ICBS/UFRGS, sob orientagédo da Profa. Dra. Magdolna
M. Vozari Hampe.

Bolsista de Mestrado/CAPES pelo Programa de Pds-Graduagao em
Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, UFRGS, sob
orientacdo da Profa. Dra. Amélia T. Henriques e co-orientagdao da
Profa. Dra. Magdolna M. Vozari Hampe.

Estagio no Departamento de Biologia Celular e Molecular e
Bioagentes Patogénicos da Faculdade de Medicina da USP/Ribeirdo
Preto sob orientacdo da Profa. Dra. Maria Cristina Roque Antunes
Barreira.



2004 - 2008

2005

2006

Bolsista de Doutorado/CAPES pelo Programa de Pds-Graduagéo em
Ciéncias Farmacéuticas, Faculdade de Farmacia, UFRGS, sob
orientacdo da Profa. Dra. Amélia T. Henriques e co-orientagao da
Profa. Dra. Magdolna M. Vozari Hampe.

Estagio por 2 semanas no Laboratério de Espectrometria de Massas
na Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia de Brasilia sob
coordenacao do Prof. Dr. Carlos Bloch Junior.

Estagio por 3 semanas na Faculdade de Ciéncias Quimicas da
Universidade Nacional de Coérdoba, Cordoba/Argentina, sob
coordenacéao do Prof. Dr. Fernando Irazoqui.

222



