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RESUMO

Uma nova lectina foi purificada e caracterizada a partir da esponja marinha Aplysina fulva
(AFL). O extrato bruto foi produzido a partir da solubilizacdo de proteinas em solugéo
tampéo Tris HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M, sendo este utilizado na realizagéo dos ensaios
de atividade hemaglutinante e dosagem de proteinas pelo método de Bradford. O primeiro
passo de purificacdo de AFL foi por meio de cromatografia de afinidade em coluna de
Sepharose CL 4B. O pico ndo retido foi eluido com 0 mesmo tampé&o de extracédo e o pico
retido foi eluido com tampé&o Glicina 0,1 M pH 2,6 NaCl 0,15 M. O mesmo foi dialisado,
liofilizado e ressuspendido em Tris HCI 0,025 M pH 7,6 e submetido a cromatografia de
troca i6nica em DEAE Sephacel. A analise do pico retido da DEAE Sephacel por
eletroforese nativa em gel de poliacrilamida (PAGE) mostrou a presenca de uma Unica
banda com aproximadamente 57 kDa, como também uma Unica banda com
aproximadamente em 27,5 kDa em presenca de SDS (PAGE-SDS). A nova lectina
apresenta uma grande quantidade de aminodacidos hidrofobicos, mostrando-se resistente a
altas temperaturas e com melhor atividade hemaglutinante na faixa de pH neutro a alcalino.
AFL foi capaz de inibir o crescimento de cepas de P. aeruginosa, C. albicans e C. tropicalis.
A nova lectina ndo apresentou efeitos toxicos para células de cancer de mama, entretanto
mostrou-se habil em aglutinar formas promastigotas de Leishmania brasiliensis atraves do

reconhecimento de galactose em sua superficie.

Palavras chaves: Esponja marinha, Aplysina fulva, Lectinas, Atividade antibacteriana,

Atividade antifangica, Leishmania brasiliensis.



ABSTRACT

A new lectin was purified and characterized from marine sponge Aplysina fulva (AFL). The
crude extract was obtained with Tris HCI 0.1 M pH 7.4 containing NaCl 0.15 M buffer.
Haemagglutinating activity detection and soluble protein measurement were performed
with the crude extract and after each purification step. Isolation of AFL was performed by
affinity chromatography in Sepharose CL 4B column, and the retained peak was applied in
a DEAE Sephacel ion exchange chromatography column. Analysis of DEAE Sephacel
retained peak on polyacrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) showed the presence of
a single band with approximately 27.5 kDa. Under non-denaturating conditions it shows the
presence of a single 57 kDa band. The novel lectin showed large amount of hydrophobic
amino acids, high temperatures resistance and better hemagglutination activity in the range
of neutral to alkaline pHs. AFL was able to inhibit the growth of strains of P. aeruginosa,
C. albicans and C. tropicalis. The lectin did not show toxic effects on cells of breast cancer,
but had agglutination effect on Leishmania brasiliensis promastigotes by recognizing

galactose residues on its surface.

Key words: Marine sponges, Aplysina fulva, Lectins, antibacterial, antifungical and

Leishmania brasiliensis
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1 INTRODUCAO

1.1 PREFACIO

Estruturas oligossacaridicas complexas apresentam-se na superficie das células
incorporadas na matriz extracelular onde desempenham papéis estruturais, como marcadores
que medeiam o contato célula-célula em eventos de reconhecimento. Além das funcbes
estruturais e energéticas desempenhadas pelos carboidratos, existem outros papéis que se
tornam evidentes a partir da interacdo com as lectinas. Lectinas muitas vezes sdo moléculas
complexas, com varios dominios proteicos, mas sua capacidade de ligar-se a agucares €
atribuida a um dominio reconhecedor de carboidrato (DRC) (DODD; DRICKAMER, 2001).

No presente, lectinas tem alcancado especial destaque por serem um grupo de proteinas
ou glicoproteinas com capacidade de se ligar reversivelmente a agucares especificos presentes
na superficie de diferentes células causando aglutinacdo. Esta reacdo ocorre devido a boa parte
das lectinas serem moléculas bivalentes, ou seja, possuirem no minimo dois sitios de ligacdo
para carboidratos especificos da superficie celular (MARQUES; BARRACCO, 2000). Lectinas
identificam geralmente os monossacarideos para os quais tem afinidade em posicGes terminais
na cadeia de carboidratos, porém aqueles presentes em posicOes subterminais, frequentemente
influenciam nesta ligacdo (ARASON, 1996). Essa interacdo entre lectinas e carboidratos ocorre
em varias rea¢fes imunoldgicas, como na adesdo celular, na opsonizac¢do dos microorganismos
invasores, na formagéo de nddulos hemociticos (YOUNG LEE; SODERHALL, 2002), fazendo
parte ainda de processos de encapsulamento e melanizacédo de parasitas (LING; YU, 2006).

A especificidade das lectinas é determinada pelo tipo de carboidrato ao qual ela mostra
maior afinidade, mas a maioria das lectinas consideradas especificas para um determinado
monossacarideo pode também se ligar, embora com menor afinidade, a outros carboidratos
estruturalmente relacionados. Lectinas de invertebrados sdo geralmente especificas para
manose, galactose, glicose, lactose, fucose, acidos sialicos e glicoproteinas do tipo mucina
(MARQUES; BARRACCO, 2000).
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1.2 CONTEXTOS HISTORICOS

No final do século XIX alguns pesquisadores verificaram a existéncia de proteinas que
guando eram expostas ao contato com sangue eram capazes de aglutinar suas células. Estas
foram chamadas de hemaglutininas ou fitoaglutininas, por serem de origem vegetal (SHARON;
LIS, 2001).

A primeira descricdo de uma hemaglutinina, assim como era chamada, foi feita por
Hermann Stillmark, em 1888 na Universidade de Dopart, na Estonia, trabalhando com Ricinus
communis. Stilmark descobriu a presenca de um fator proteico toxico presente nas sementes de
mamona o qual, era capaz de aglutinar eritrdcitos. A este fator toxico, foi dado o nome de ricina
(RUDIGER, 1998). Logo ap6s a descricdo da ricina, foi demonstrada a presenca de uma
aglutinina téxica em extratos de Abrus precatorius, que recebeu o nome de abrina. Com esses
estudos, sugeriram que as lectinas possuiam uma propriedade toxica intrinseca, entretanto
Landsteiner e Rabitschek demonstraram em 1907, pela primeira vez, a existéncia de uma lectina
gue ndo apresentava toxicidade. Estes resultados incentivaram outras pesquisas que mostraram
gue nem toda lectina é toxica e que esta propriedade ocorre apenas em algumas lectinas (VAN
DAMME et al, 1998).

Em 1936 Summer e Howell purificaram a primeira lectina a partir de sementes de
Canavalia ensiformes. Analisando a aglutinacdo das lectinas presentes em extratos de sementes
de Canavalia ensiformes (ConA), verificaram que esta lectina era capaz aglutinar, além de
hemacias, fungos e glicogénio em solugdo. Perceberam ainda, que a atividade hemaglutinante
desta proteina era inibida por sacarose, mostrando assim sua especificidade a este acUcar.
Sugeriram que o fenbmeno ocorria gracas a interacdo entre a lectina e os carboidratos presentes
na membrana das hemaécias, evidenciando a propriedade mais marcante das lectinas, a afinidade
por carboidratos. Este fato norteou todas as outras pesquisas subsequentes (SUMNER &
HOWELL, 1936).

Willian Boyd e Karl Renkonen em 1940 mostraram para comunidade cientifica que
algumas hemaglutininas exibiam preferéncia por certos tipos especificos de hemacias
pertencentes ao sistema ABO (VAN DAMME et al., 1998). Alguns anos depois, foi
demonstrado que a hemaglutinacdo de hemécias do tipo A era fortemente inibida por a-N-
acetil-D-galactosamina, enquanto a hemaglutinacdo de hemacias do tipo O era inibida por a-

fucose. Reunindo todos esses dados, foi possivel concluir que a-N-acetil-D-galactosamina e a-
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L-fucose eram os agucares que conferiam especificidade para os sangues tipo A e O
respectivamente. Com estes estudos, foram mostradas as primeiras evidencias da presenca de
carboidratos na superficie das células. (SHARON; LIS, 2001).

A capacidade deste conjunto de proteinas em distinguir hemacias de diferentes grupos
sanguineos, levou Boyd e Shapleigh a denominar tais aglutininas como lectinas, cujo
significado deriva do Latim "legere"” que significa escolher (BOYD; SHAPLEIGH, 1954).

O termo lectina é amplamente empregado com finalidade de nomear todas as proteinas
que possuem ao menos um dominio ndo catalitico que é capaz de ligar-se de forma especifica
e reversivel a mono ou oligossacarideos (PEUMANS & VAN DAMME, 1995). Elas interagem
com segmentos glicidicos a partir do DRC que se mostra altamente conservado em cada tipo
de lectina (NI & TIZARD, 1996).

Devido ao DRC, as lectinas sdo capazes de interagir com glicoconjugados de superficie
celular, formando ligacBes cruzadas entre as células adjacentes, dando origem ao processo
denominado aglutinacdo (PEUMANS & VAN DAMME, 1995; ALONSO et al., 2001).

1.3. CLASSIFICACAO DAS LECTINAS

Atualmente, lectinas abrangem um vasto grupo de proteinas com subdivisdes baseadas,
particularmente, em seus aspectos estruturais. Peumans & Van Damme (1998) classificaram as
lectinas em quatro grupos principais: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e

superlectinas. A figura 1 representa esta classificacao.

Merolectinas sdo lectinas que apresentam apenas um dominio de ligacdo para
carboidratos. Por defini¢cdo sdo monomeéricas e estruturalmente simples, consequentemente, ndo
apresentam atividade hemaglutinante ou capacidade de precipitar glicoconjugados. A lectina
presente no latex de Hevea brasiliensis (seringueira), € um exemplo desta classe (PEUMANS
& VAN DAMME, 1998).
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Figura 1: Classificacdo das lectinas com base em sua estrutura. Adaptado de Peumans & Van
Damme (1998).

Merolectina Hololectina Quimerolectinas

Superlectinas

. . Dominio de reconhecimento de carboidrato

'@‘* Dominio catalitico

O Cadeia polipeptidica

Hololectinas sdo proteinas oligoméricas e, consequentemente, sdo capazes de aglutinar
células e/ou precipitar glicoconjugados. Ocorrem normalmente na forma de dimeros ou
tetrameros. Diversas lectinas extraidas de plantas sao classificadas como hololectinas, onde se
pode citar como exemplo a Concanavalina A (ConA), Canavalia brasiliensis (ConBr) e
Artocapus integrifolia (Jacalina) (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

Quimerolectinas sdo fusbes de proteinas tendo um ou mais sitios de ligacdo para
carboidratos, todavia, um destes sitios deve conter um aglcar com atividade bioldgica bem
definida agindo de forma independente dos demais sitios. Tais proteinas geralmente apresentam
dupla funcdo, mas que se complementam, como por exemplo, proteinas envolvidas na
invasividade celular, que utilizam o dominio de reconhecimento para aglcar como ponto de
ancoragem e subsequentemente age com o outro dominio para efetivar a entrada na célula ou
até mesmo demolicdo de membranas. Com relagdo direta ao nimero de sitios de ligagéo,
guimerolectinas podem se comportar como merolectinas ou hololectinas, a exemplo das
proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) do tipo 2, a qual apresentam mais de um dominio
de ligacdo para agucares e também séo capazes de atuar como hololectinas (PEUMANS &
VAN DAMME, 1998).
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Superlectinas sdo proteinas formadas por dois ou mais sitios de ligagdo para
carboidratos, entretanto, seu dominio catalitico pode reconhecer aguUcares diferentes. Sao
encontradas com menos frequéncia do que as hololectinas, porém novas estruturas para esse
grupo lectinas vém sendo elucidadas, como a lectina da banana que possui dois sitios distintos
de reconhecimento a carboidratos (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

Em boa parte das lectinas estudadas até 0 momento, é clara a semelhanga em aspectos
estruturais, como a sequéncia primaria, os sitios de ligacdo para carboidratos e a funcéo
biologica. Tais semelhancas, embora ndo sejam exatas, resultam em diferentes atividades
biologicas (CAVADA et al., 2001).

Lectinas podem ainda ser classificadas com base em sua especificidade por
carboidratos. A primeira classificacdo foi feita por Makela, em 1957, que considerou apenas a
afinidade por carboidratos simples. Goldstein e Poretz, no ano de 1986, ampliaram esta
classificacdo e em seguida Van Damme e colaboradores (1998) propuseram uma classificacdo

mais abrangente com seis grupos de lectinas vegetais (Tabela 1).

Tabela 1: Classificacao por especificidade ao carboidrato das lectinas. Peumans & Van Damme
(1998).

Grupo Especificidade ao carboidrato
Fucose L-Fucose
Galactose/ N-Acetil-Galactosamina Galactose>NeuSAca(2,6)Gal/GalNAc

Galactose=Neu5Aca(2,6)Gal/GalNAc
Galactose<NeuSAca(2,6)Gal/GalNAc

N-Acetil-D-Glicosamina N-Acetil-D-Glicosamina
(GIcNAC)n
Manose Manose

Manose/Glicose
Manose/Maltose

Acido Siélico Acido Sialico
NeuSAca(2,6)Gal/GalNAc
NeuSAca(2,3)Gal/GalNAc
Glicanos Complexos
Complexos conhecidos
Complexos desconhecidos
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Ainda segundo o mesmo estudo, lectinas podem ser classificadas quanto a ocorréncia.
Esta classificacdo agrupa as lectinas das angiospermas em sete grupos (Tabela 2).

Tabela 2: Classificacdo das lectinas quanto a ocorréncia. Peumans & Van Damme (1998).

Grupo Numero de Lectinas Identificadas
Lectina de Leguminosas >100

Ligantes a Quitina >100

Inativadoras de Ribossomos (RIPS) >20

Relacionadas & Jacalina <10

Monocotiledoneas ligantes de Manose >50

Floema de Curcubitaceas <10

Familia das Amarantéceas <10

Lectinas de leguminosas: As lectinas de leguminosas frequentemente sdo formadas por
2 a 4 subunidades de 25-30 kDa, onde cada uma apresenta um sitio de ligacdo para carboidrato.
Estas lectinas sdo muito semelhantes em suas propriedades fisico-quimicas, mas diferem em
suas especificidades a carboidratos e propriedades fisiologicas. Na literatura sdo relatadas
pouco mais de 80 lectinas pertencentes a este grupo e as mais estudadas estdo entdo entre as
papilionoideas. Neste grupo de vegetais, as lectinas apresentam homologias na estrutura
primaria e na conformacao tridimensional, configurando uma evolucao a partir de um ancestral
comum (CAVADA et al., 1998; REGO et al., 2002).

Lectinas ligantes de quitina: Estas lectinas estdo presentes em papaveraceas,
amarantaceas, urticaceas, solandceas e poaceas, familias que ndo estdo relacionadas
taxonomicamente. Todas as lectinas que apresentam capacidade de se ligarem a quitina estéo
classificadas neste grupo. Estas lectinas exibem um dominio de aproximadamente 40 residuos
de aminodacidos que exibe uma sequéncia similar a lectina de Hevea brasiliensis, por tal fato
ficou estabelecido que estas lectinas contém um "dominio de heveina". Nas poaceas as lectinas,

como a aglutinina do germe do trigo (WGA), apresentam sequéncias homologas de
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aminoacidos e semelhancas relacionadas a especificidade para N-acetil-D-glicosamina, quitina
e 4cido N-acetilneuraminico (MARTINEZ-CRUZ et al., 2001).

Lectinas inativadoras de ribossomos: Este grupo de lectinas esta distribuido em
familias boténicas ndo relacionadas taxonomicamente. S&o lectinas com uma cadeia A,
cataliticamente ativa, ligada covalentemente por pontes bissulfeto a uma cadeia B. Esta segunda
cadeia possui sitio () de ligacdo a carboidratos. A cadeia B complexa-se com glicoreceptores
de superficie celular e a cadeia A penetra por endocitose nas células. A cadeia A, no citosol,
remove enzimaticamente residuos de adenina, especificos de uma regido altamente conservada
na maior subunidade do rRNA, causando mudanca conformacional no mesmo, que blogueia a
ligacdo do cofator de elongacdo ao ribossomo. Em geral estas lectinas, como a aglutina de
Ricinus communis (RCA), impedem a sintese protéica, promovendo a morte celular pela
remocao de maltiplos residuos de adenina de varios polinucleotideos como os de polimerases
(AGAPOV et al., 1999)

Lectinas relacionadas a jacalina: Tais lectinas estdo estruturalmente e evolutivamente
relacionadas a familia das moraceas ou convolvuléaceas, formando dois subgrupos. As lectinas
relacionadas com moraceas apresentam especificidade para N-acetil-D-glicosamina, enquanto
que as relacionadas a convolvulaceas sdo manose/maltose especificas, como também sdo as
lectinas de asteraceas e musaceas (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

Lectinas de monocotileddneas ligantes de manose: O grupo abrange aquelas com
especificidade para manose, que sdo encontradas de forma exclusiva em monocotiled6neas.
Estas lectinas foram descritas nas familias das amarilidaceas, aliaceas, aréceas, liliaceas,
bromeliaceas e orquidéceas, além de aloaceas. Nestas familias, as lectinas mostram um alto
grau de homologia em suas estruturas tridimensionais e na estrutura primaria (PEUMANS &
VAN DAMME, 1998)

Lectinas do floema de cucurbitaceas: Nas cucurbitaceas, geralmente as lectinas sao
glicosiladas e apresentam um dominio especifico, especialmente para quitina. Elas possuem
uma sequéncia de aminoacidos muito similar e uma massa molecular de aproximadamente 25
kDa. Estas lectinas formam um grupo particularizado, uma vez que apesar de apresentarem
especificidade para quitina, ndo mostram o dominio heveina, caracteristico para outras lectinas
com especificidade para quitina (PEUMANS & VAN DAMME, 1998)

Lectinas de amarantaceas: As amarantaceas possuem uma sequéncia de aminoacidos

similar entre si, massa molecular de aproximadamente 33 kDa e ndo apresentam glicosilagéo.
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Estas lectinas sdo homodimeéricas, apresentam especificidade para N-acetil-D-galactosamina e
podem totalizar de 3 a 5% do peso de suas sementes (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).

Entretanto, tais classificacdes elencadas acima ndo representam as lectinas presentes em
animais. As lectinas presentes em animais, sejam de vertebrados ou invertebrados, sdo
classificadas segundo a homologia entre suas estruturas priméarias em diversos grupos e
familias. Frente a tais consideracdes ja foram citadas pelo menos 10 familias de lectinas
pertencentes ao reino animal. As galectinas e as lectinas tipo C representam as maiores familias
de lectinas de animais. Além delas destacam-se ainda: Tipo-S, Tipo-I, Tipo-P, Tipo-L,
Anexinas, Calreticulinas/Calnexinas, Discoidinas, Eglectinas, Eel aglutininas, Tipo
fibrinogénio e Pantraxinas (KILPATRICK, 2002).

Galectinas: E uma familia de lectinas que se ligam a galactose, também conhecidas
como Tipo S independente de Ca?*. Galectinas sdo amplamente distribuidas em varios tipos de
células de mamiferos. A literatura nos mostra que até hoje foram identificados 15 diferentes
tipos dessas lectinas, sendo que seus DRCs provavelmente ligam-se a grupos N-acetilados
devido ao reconhecimento da unidade de B-gal. De acordo com o nimero de arranjos dos DRCs
as galectinas sdo classificadas em trés tipos principais: protogalectinas, galectina tipo quimera
e galectinas que tem repeticdes em tandem. As galectinas prototipo (protogalectinas) contém
dois homodimeros ligados de forma ndo covalentes, onde seus DRCs podem recobrir
superficies de células e a matriz extracelular. Estdo incluidas neste tipo as galectinas 1, 2, 5, 7,
10, 11, 13 e 14. As galectinas tipo quimera forma outra classe que caracterizam-se por possuir
uma estrutura mista. Nestas, hA um DRC na porc¢do carboxi terminal e um dominio amino
terminal rico em residuos de tirosina que ajudam a formar oligbmeros de ordem superior. Até
onde se sabe, apenas as galectinas tipo 3 foram incluidas nesse grupo. Por fim, a classe das
galectinas que tem repeti¢des em tandem tém dois DRCs distintos. Nesta classe estdo incluidas
as galectinas 4, 6, 8, 9 e 12. O DRCs que se ligam a B-galactosideos sdo evolutivamente
conservados. Cada galectina possui uma preferéncia para ligacdo a carboidrato no citoplasma e
no nucleo, respectivamente. Nos ultimos anos, diversos estudos vém mostrando a correlacéo
que essas galectinas possuem com a progressao tumoral. Estes resultados indicam que
galectinas podem ser usadas como biomarcadores, assim como pode ser empregadas no
diagnostico e terapia do cancer (Tabela 3). As galectinas localizadas no citoplasma e no nucleo,
podem ser secretadas e funcionar extracelularmente. Algumas ligam-se a carboidratos na
superficie de antigenos e receptores celulares. Além disso, no espaco intracelular, galectinas

também vem mostrando ter fungdes no citoplasma das células com atividades de ligagdo a
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carboidratos. Como ja mencionado, galectinas talvez regulem a transducéo de sinal por ligantes
intracelulares e participar de diversas cascatas de sinalizagéo que levem a apoptose no cancer
(LIU et al., 2012).

Tipo C: Compreende uma super familia de lectinas, incluindo selectinas, DC-SING e
receptor de neurocinina (NK) que vem sendo correlacionado com varios processos bioldgicos
como resposta a modulacdo imunoldgica, adeséo, proliferacdo e apoptose. A selectina é uma
das que mais se destaca, incluindo, P-selectinas, L-selecinas e E-selectinas. A P-selectina é
conhecida por promover proliferacéo do carcionoma do colon através da ativacdo das vias da
p38 e PI3K, sugerindo que o complexo leva a ativacdo da PI3K e p38 podendo resultar na
ativacdo dependente de integrinas. Integrinas vem mostrando uma relagdo proxima com o
citoesqueleto, que provavelmente desempenhe um papel importante nos receptores de
transducéo de sinal, ativando diversas cascatas como a da MAPK e assim, regulando a ativagdo
celular, proliferacéo e apoptose (LIU et al., 2012).

Tabela 3: Lectinas animais como possiveis alvos para terapéutica. Adaptado de Kilpatrick,
2002.

Lectina Tipo de Cancer Mecanismo

Galectina 1 Mama, célon, gliomas, Migracdo celular, adesdo,
adenocarcinoma angiogenese, inducdo de
endometrial e prostata apotose e escape do

sistema imunoldgico.

Galectina 3 Tireoide, sistema nervoso Transformacéo celular,
central, péancreas, pele, inducdo da apoptose,
préstata e carcinoma renal  invasao tumoral e
metastase
Galectina 7 Tumores da tireoide e Diferenciacdo de
carcinoma do colon uterino queratindcitos,
estabilizacdo da p53 e
inducdo de apoptose
Galectina 8 Cancer do célon do utero  Inibicao da ades&o celular e
apoptose
P-Selectina Céancer de mamae colondo Proliferacdo  celular e

Receptor NK

Utero
Carcinoma renal

inducdo de apoptose

Inducdo de apoptose via
receptores TRAIL e Faz
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1.4 DISTRIBUICAO NOS ORGANISMOS

Amplamente distribuidas pela natureza, as lectinas sao encontradas em quase todos 0s
organismos, incluindo vegetais, virus, bactérias, mamiferos e diversos grupos de invertebrados
e vertebrados (GERLAN et al., 2005).

Nos microrganismos, como bactérias, protozoarios e virus, ha indicios que elas podem
desempenhar um papel auxiliar e/ou promoverem a adesdo destes microrganismos as estruturas
celulares de seus hospedeiros, o qual € um pré-requisito para que a infecgdo ocorra (LIS &
SHARON, 1998). Em 1991, Glick e colaboradores estudando a infeccdo pelo virus da
influenza, constataram que o processo de adesdo viral a célula alvo era mediado por uma lectina

que se liga a residuos de &cido sialico presente na face externa da superficie celular.

Peumans e Van Damme (1998) estudaram relatos de ocorréncia de lectinas em plantas
superiores e verificaram que estas proteinas ja haviam sido detectadas em cerca de 500 espécies.
Muitas das lectinas vegetais sdo encontradas nas sementes, embora sua presenca ja tenha sido
observada em todos os tipos de tecidos vegetativos. As lectinas de sementes de leguminosas

representam o grupo mais bem estudado destas proteinas (SHARON & LIS, 2001).

Nos animais vertebrados distinguem-se duas categorias de lectinas: as citoplasmaticas,
gue sdo extraidas com solugdes aquosas e salinas e as lectinas de membrana que requerem o

uso de detergentes para sua solubilizacdo (LIENER, 1994).

1.5 ESPONJAS MARINHAS

Esponjas marinhas formam um grupo de organismos marinhos primitivos com registros
fosseis de cerca de 600 milhdes de anos atras. Por dezenas de milhGes de anos esses organismos
foram os grandes responsaveis pela formacdo de recifes, desempenhando portanto, papel
estrutural essencial, marcadamente associado ao incremento da biodiversidade. Em ambientes
marinhos costeiros, as esponjas chamam atencdo principalmente por suas cores e formas
variadas. Seu tamanho pode variar de milimetros a metros, seja em altura ou didmetro. S&o
notoriamente assimétricas, entretanto existem exce¢Bes. Organizacbes anatdmicas em
disposicao radial séo relativamente comuns (HAJDU; PEIXINHO; FERNANDES, 2011).
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O corpo de uma esponja marinha esta organizado em trés camadas: a pinacoderme,
mesoilo e a coanoderme. As células superficiais, 0s pinacocitos, revestem tanto a superficie
externa como a basal de uma esponja, assim como a superficie dos canais internos, presentes
na maioria das esponjas e proximo dos quais se encontram 0s coandcitos. Estes estdo
organizados em uma monocamada continua, seja em grandes sacos ou em pequenas cameras.
Entre a camada de pinacocitos e de coanocitos encontramos o0 mesoilo, composta
fundamentalmente por fibrilas de colageno, que geralmente sdo associados com outras
estruturas esqueléticas, seja de natureza organica ou inorganica, assim como alguns tipos
celulares coletivamente chamados de “amebocitos”. Destes tipos celulares se destacam os
arquedcitos, que desempenham funcdes na digestdo, reproducdo e regeneracdo. Essas células
sao indiferenciadas e apresentam um alto poder de totipoténcia, conhecidas como “as células

tronco das esponjas” (HAJDU; PEIXINHO; FERNANDES, 2011).

O género Aplysina compreende 37 espécies no mundo sendo que 15 delas ocorrem no
Brasil. A esponja marinha Aplysina fulva, apresenta forma extremamente variada.
Frequentemente, sdo encontradas com forma de ramos cilindricos de contorno irregular e suas
ramificacdes sdo pouco frequentes. Os ramos cilindricos sdo preponderantemente eretos. A
secdo dos ramos pode chegar a 2 m, mas comumente ndo ultrapassam 30 cm. O didmetro dos
ramos geralmente sdo de 2 a 3 cm. Podem apresentar-se com coloracdo amarelada, ocre e
marrom (figura 2). No alcool, mais frequentemente tornam-se negra, roxa ou marrom-escura,
mas em algumas excecdes ficam rosadas (HAJDU; PEIXINHO; FERNANDES, 2011).

Estes metazoarios primitivos sdo capazes de produzir uma grande quantidade de
moléculas bioativas, por esse motivo sdo consideradas verdadeiras "fabricas quimicas"
(BACUS, G. J; GREEN, G., 1974). Algumas destas moléculas deram origem a drogas que sdo
atualmente comercializadas e usadas no tratamento de enfermidades que atingem parte da
populacdo mundial. Dentre elas, o Aciclovir, utilizada no tratamento da Herpes tipo 2,
Citarabina, usada para tratamento de leucemias e alguns linfomas e 0 AZT que compGe um dos
primeiros coquetéis usado para o tratamento contra o virus da Imunodeficiéncia Adquirida
(HIV) (HAJDU, E; PEIXINHO, S; FERNANDES, J. C. C, 2011).
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Figura 2: Aplysina fulva. Esponja marinha com aspecto de pequenos ramos cilindricos

irregulares e com coloragdo amarelada. (I. Herrera Bravo de Laguna, Personal Photo).

1.6 LECTINAS DE ESPONJAS MARINHAS

Esponjas marinhas sdo fontes promissoras de novos compostos bioativos com varias
aplicacbes biomédicas (SIPKEMA et al., 2005). Seus produtos naturais vém mostrando
relevante potencial de aplicacdes biotecnolégicas, tendo sido relatadas as mais diversas
aplicagdes como antiviral, antitumoral, antimicrobiana e propriedades citotoxicas, produzindo
novas substancias que podem ser empregadas na producdo de farmacos para terapéutica
(THOMAS et al., 2010).

Organismos marinhos estdo em evidéncia como novas fontes de lectinas e estudos sobre
suas propriedades em sistemas vivos estdo em destaque. Atualmente ja existem mais de 300
espécies de organismos marinhos que produzem lectinas, entretanto poucas em esponjas
marinhas foram de fato descritas e bem estudadas (CHERNIKOV et al., 2013).

As lectinas mais estudadas até o presente momento sdo as das esponjas do género
Cinachyrella: Cinachyrella alloclada, Cinachyrella apion e Cinachyrella spp (MEDEIROS et
al., 2010; UEDA et al., 2013) A galectina de Cinachyrella spp (CchG) é a mais bem pesquisada,
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pois é a Unica que além de suas caracteristicas fisico-quimicas descritas, tem sua estrutura
tridimensional conhecida (figura 3). CchG apresenta-se como um dimero de 34 kDa, sendo
composta por uma subunidade de 18 kDa e outra de 16 kDa. Assim, como as demais lectinas
do genéro Cinachyrella, apresenta maior afinidade por lactose e € uma proteina bastante termo

estavel, pois resiste a temperatura de até 100 °C (UEDA et al., 2013).

Figura 3: Arranjo tetrdmerico de CchG, primeira estrutura tridimensional de lectina oriunda de
esponja marinha. (PDB Code 4AGV, FREYMANN, D.M et al., 2012)

O seu mondmero ¢ formado por duas sequéncias de cinco folhas 3 antiparalelas frente
uma a outra através de um centro hidrofébico. Essa estrutura em dimero é mantida por pontes
dissulfeto. CchG apresenta um arranjo tetramérico no qual reflete um dimero canénico, ja
comum entre algumas lectinas, com a diferenga que ambas as folhas B do protomero Sao

continuas através da interface do dimero (FREYMANN et al., 2012).

Lectina de Axinella polypoides: Estudos realizados com a esponja Axinella polypoides,
mostraram que a mesma possui duas lectinas, APL-1 e APL-II. APL-1 possui peso molecular de
21 kDa e apresenta-se na forma de dimero. Ja APL-II apresenta peso molecular de 15 kDa e
consiste de apenas uma subunidade. Ambas sdo glicosiladas e contém 0,5% de carboidrato. Sdo
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distintas em relagdo a sua composi¢do de aminoécidos e sdo imunoquimicamente diferentes.
APL-I e APL-I1I tém especificidades semelhantes e reagem com o grupo sanguineo B, mas ndo
com A e O, sendo ambas inibidas por D-galactose e D-fucose (BRETTING & KABAT, 1976)..

Lectina de Axinella corrugata: Foram purificadas duas lectinas da esponja marinha
Axinella corrugata. A primeira (ACL-I) apresenta peso molecular de 78,5 kDa e consiste em
seis mondmeros similares com massa relativa de 13,9 kDa cada. Alguns desses mondmeros
estdo ligados entre si por pontes dissulfeto. O ponto isoelétrico de ACL-1 € no pH 6,3. A mesma
resiste a variacbes de pH na faixa de 3 a 11. A lectina apresenta melhor atividade
hemaglutinante entre os pH 7 e 8. ACL-I é capaz de aglutinar hemacias em temperaturas
distintas entre 0 e 65 °C e é ndo dependente de cations. Entretanto, a temperaturas acima de 70
°C sua atividade cai drasticamente e em temperaturas entre 95 e 100 °C sua atividade ¢ perdida
completamente. ACL é capaz de aglutinar com maior intensidade sangue nativo de coelho, céo
e cabra e fracamente hemécias humanas do sistema ABO. A lectina ndo é capaz de aglutinar
sangues nativos de cavalo, frango e porco. O acUcar que a lectina é capaz de se ligar mais
fortemente é o N, N', N"-triacetilquitotriose, o qual é 12 vezes mais forte do que N-acetil-D-
glicosamina, N-acetil-D-manosamina, N-acetil-D-galactosamina e 32 vezes mais forte que N-
acetil-D-lactosamina (DRESCH et al., 2008).

Estudos mostram ainda que, ACL-1 esta presente em vesiculas de células esferuladas e
podem também estar presente em menores quantidades na matriz extracelular da esponja
marinha. A partir destas evidéncias, sugeriu-se que essa lectina desempenhe um papel de defesa
contra patdgenos (DRESCH et al., 2011).

A segunda lectina de Axinella corrugata (ACL-I1), é uma proteina de aproximadamente
78 kDa. A atividade hemaglutinante de ACL-I1 € estavel a partir de 0 até 65 °C. Sua atividade
hemaglutinante cai consideravelmente em torno de 70 °C e proximo aos 100 °C perde
completamente sua atividade. Em comparacdo a ACL-I, esta lectina é mais estavel na faixa de
pH entre 2,0 e 6,0. Assim como ACL-I, ACL-II ndo é dependente de cations, como Ca?*, Mn?*
ou Mg?* para exercer hemaglutinacdo. E capaz de aglutinar de forma mais eficaz sangue nativo
de coelho e de forma fraca sangue humano. N&o é capaz de aglutinar sangue de cavalo, galinha,
ovelha, gado ou porco. O DRC dessa lectina, liga-se fortemente a N, N’,N"-triacetilquitotriose
(DRESCH et al., 2012).

Lectina de Craniella australiensis: A lectina de Craniella australiensis ¢ uma

glicoproteina com aproximadamente 27,6% de carboidrato e peso molecular total de 54 kDa.
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Contém pontes dissulfeto interligando trés subunidades idénticas de 18 kDa. A lectina ndo
requer ions de célcio, sendo estavel nas suas atividades entre 20 e 70 °C e em pH na faixa de 5
a 8, entretanto a 100 °C sofre desnaturacdo irreversivel. Em relacdo a sequéncia dos
aminoacidos na porcdo N-terminal (TSSCQSIVVE), hd uma elevada quantidade dos
aminoacidos tirosina, glicina, valina e isoleucina; contudo ndo foi observado a presencga de
aminoacidos basicos como arginina. A lectina de Craniella australiensis ndo liga-se a agucares
na sua forma de mono ou oligossacarideos, mas é capaz de ligar-se a glicoproteina asialo-PSM
ou PSM tripsinizada (XIONG et al., 2006).

1.7 APLICACOES

Todos os tipos celulares apresentam carboidratos, tanto na forma de oligossacarideos,
glicoproteinas ou glicolipideos nas suas superficies, sejam eucariotos ou procariotos. Essas
regibes atuam como potente sitio de ligacdo para lectinas de acordo com sua afinidade pelo
acucar presente. Essa ligacdo da lectina com algum acUcar de membrana das células podem
causar diversas respostas celulares, muitas das quais seus mecanismos moleculares ainda nao
sdo conhecidos. Contudo, sem duavida, a ligacdo da lectina ao aglcar é o ponto chave na
definicdo das estratégias tanto para purificacdo como também na determinacdo de suas
atividades biolégicas (SHARON & LIS, 2001).

Lectinas tém sido ainda usadas na inducdo de apoptose em células de tumores humanos
(KARASAKI et al., 2001) bem como na producdo de medicamentos racionais, os quais ligam-
se a células especificas do organismo diminuindo drasticamente os efeitos colaterais. Outra
aplicacdo das lectinas é na vetorizacdo de farmacos de dificil absorcao a sitios especificos no
organismo humano, apresentando grande potencial para o tratamento futuro de doencas
(WOODLEY, 2001).

Além dos efeitos bactericidas, antifungico e anti-inflamatério, atualmente, cientistas de
todo 0 mundo estéo investindo em pesquisas com aplicagdes bioldgicas que possam de alguma
forma contribuir para producdo de novos medicamentos para a terapéutica. Paralelamente,
outros cientistas buscam poder detectar doencas e microrganismos, usando lectinas como
ligantes para seus alvos. Estudos mostram que € possivel utilizar lectinas como marcadores para
diversas moléculas. Exemplo disto foi feito por Graham e colaboradores (2011), que usaram
lectinas do tipo C para identificar granulos dos neutréfilos a partir das suas glicoproteinas.
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Outros estudos mostraram que uma lectina ligante de manose é uma forte ferramenta contra o
virus da influenza (CHANG et al., 2011; GRAHAM et al., 2011).

O HIV, outro virus de grande importancia para a saude publica mundial, continua se
alastrando em proporgfes assustadoras, sobretudo nas mulheres dos paises em
desenvolvimento, apesar das estratégias de prevencdo. Uma vacina contra o0 virus seria uma
potente alternativa, entretanto essa opg¢éo continua inalcancada. Agentes microbicidas parecem
ser uma alternativa plausivel. A molécula chave para o contato com as células CD4 € a
glicoproteina gp120, CCR5 e CXCR4 sdo co-receptores. Esse contato inicial seguido pela
insercdo do peptideo de fusdo gp41 causa fusdo da membrana celular com a membrana do HIV,
levando a contaminacdo. As glicoproteinas gpl20 e gp4l sdo fortemente glicosiladas e
encontram-se na superficie do virus. Agentes que ligam-se a carboidratos sdo capazes de
bloquear a entrada do virus na célula. As lectinas presentes em cianobactérias sdo consideradas
uma das moléculas mais potentes para bloquear essa entrada. As lectinas cianovirina-N (CV-
N), microvirina (MVN) e algumas outras, exibem uma ampla atividade anti-HIV e sdo fortes
candidatos para moléculas microbicidas usadas para prevencdo da transmissao sexual do HIV.
Todas essas lectinas possuem propriedades Unicas que permitem esse potencial, como por
exemplo uma grande variedade de sitios de reconhecimento de carboidratos (FERIR et al.,
2014).

Além de propriedades farmacolégicas, lectinas podem atuar como moléculas reporter
para deteccdo de células. Novas pesquisas procuraram investigar a capacidade da lectina da
esponja marinha Axinella corrugada (ACL-I) biotinilada em ligar-se a varias linhagens de
células transformadas como células da mama (T-47D, MCF7), colén (HT-29), pulméo (H460),
ovario (OVCAR-3) e da bexiga (T24). Como resultado, constatou-se que ACL-I liga-se em
varios residuos de N-acetil-D-galactosamina e N-acetil-D-glicosamina presente nas superficies
dessas células. Estes achados demonstraram que esta lectina pode ser usada como uma

ferramenta para mapeamento de tecidos com suspeitas de neoplasias (DRESCH et al., 2013).

Estudos que buscaram por moléculas neuroativas, mostraram que a galectina da esponja
marinha Cinachyrella spp (CchG) é capaz de modular o receptor de glutamato. A mesma é
capaz de causar convulsdes no modelo animal em estudo. O extrato bruto foi capaz de
dessensibilizar lentamente o receptor ionotropico do glutamato (iGIuR) mostrando-se
ineficiente em ativar diretamente os receptores AMPA ou cianato na auséncia do glutamato,
parecendo atuar como modulador alostérico positivo da fungdo do receptor. Observa-se também

que a corrente de equilibrio do iGIuR é irreversivel. Dessa forma, sugere-se que ao ligar ao
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iGIuR, CchG desempenha papel semelhante a um neurotransmissor excitatorio no sistema
nervoso central (SNC). Contudo, ndo descartam a possibilidade que ainda exista a capacidade
de modulacéo indireta dos receptores AMPA e cianeto (UEDA et al., 2013).

1.8 Leishmania sp E CARBOIDRATOS DE SUPERFICIE

No Brasil e em outros paises da América do Sul a Leishmania. brasiliensis é identificada
como principal agente etiolégico da leishmaniose tegumentar, associada a diferentes
manifestacdes clinicas: leishmaniose cutaneo localizada, leishmaniose cutaneo diminuta e
leishmaniose muco-cutanea (BRITO et al., 2011). Os parasitos do género Leishmania sp séo
organismos unicelulares que apresentam um ciclo heteroxénico, caracterizado por duas
principais formas morfoldgicas: as formas promastigotas, encontradas no interior do inseto
vetor e as formas amastigotas, encontradas no interior dos macréfagos. As formas
promastigotas estao presentes no intestino do inseto vetor, apresentando um formato alongado
e flagelo livre. J& as formas amastigotas apresentam-se ovaladas e possuem o flagelo incluso
nédo exposto (VANNIER-SANTOS et al., 2002).

Para que haja infeccéo, este protozoario precisa contornar o sistema imunoldgico desde
do inicio de sua inoculacdo. No inicio da infeccdo, as células dendridicas normalmente
internalizam os parasitos e atuam como células hospedeiras. A interacdo de Leishmania sp com

suas células hospedeiras, ainda ndo estdo totalmente esclarecida. (BENNETT et al., 2001).

Apesar dos parasitos Leishmania sp poderem subconverter diferencialmente funcées
efetoras das células dendriticas, as moléculas receptoras envolvidas na internalizacdo de
Leishmania sp com suas células hospedeiras continuam pouco conhecidas e pode ser
considerada um ponto chave para este processo. Diversos receptores de macréfagos vém sendo
identificados como mediadores da ligagdo com o parasita e subsequente internalizacdo das
formas promastigotas das Leishmanias. Dentre as moléculas que estdo presentes na superficie
do parasita, dois glicoconjulgados sdo proeminentes: protease gp63 e lipofosfoglicano (LPG).
A gp63 é uma protease de peso molecular 58-65 kDa. O LPG na superficie das Leishmanias, é
um glicoconjugado que auxilia varias fungdes, incluindo adesdo as lectinas no intestino do
inseto vetor (JECNA et al, 2013). O lipofosfoglicano (LPG) e a metaloproteinase gp63 ligam-

se ao receptor do complemento tipo 3 (CR3), manose-fucose e fibronectina nos macréfagos.
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Entretanto, esses receptores implicam na internalizagio pelas células dendriticas (CAPARROS
et al., 2005).

Macrofagos e células dendriticas expressam uma ampla variedade de receptores que
associam-se a patdgenos, incluindo lectinas do tipo C e receptores lectin-like (ENGERING et
al., 2002; FIGOR et al., 2002; MCGREAL et al., 2004). Leishmania spp apresentam em sua
superficie glicoconjugados ricos em manose que sao criticos para a viruléncia parasitaria e uma
hipdtese é que a interacdo lectina - oligossacarideo esta envolvida no reconhecimento do

parasita por fagdcitos mononucleares (CAPARROS et al., 2005).



34

2 OBIJETIVOS
2.1. OBJETIVO GERAL

Este estudo teve como objetivo geral purificar uma lectina presente na esponja marinha

Aplysina fulva, realizar sua caracterizagéo fisico-quimica e atividades bioldgicas.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Purificar uma lectina presente na esponja marinha Aplysina fulva (AFL);

e Determinar seu peso molecular;

e Avaliar o efeito do pH e temperatura sobre sua atividade hemaglutinante;

e Analisar a composi¢cdo de aminoacidos da nova lectina;

e Determinar a especificidade por acucar da nova lectina;

e Auvaliar as atividades antibacteriana, antifungica e antitumoral da nova lectina;

e Detectar carboidratos na superficie de Leishmania brasiliensis.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

A esponja Aplysina fulva foi coletada na Praia de Jacarapé, em Jodo Pessoa, PB, conforme
a licenca ambiental do SISBIO (n° 38658-1). Os exemplares foram recolhidos a uma
profundidade de 0-2 m atraves de mergulho livre e conservados congelados em freezer (—20°C)

até o seu processamento.

3.2 PREPARO DA AMOSTRA E EXTRACAO DE PROTEINAS SOLUVEIS

Inicialmente foi feito um levantamento da melhor condi¢do de extracdo de proteinas
utilizando-se diferentes solugfes tamponadas. Dessa forma, amostras da esponja marinha
Aplysina fulva foram submetidas a limpeza com intuito de remocéo de pequenas particulas. Em
seguida foram fragmentadas e trituradas em um liquidificador com cada uma das seguintes
solugdes tampéo: Glicina 0,1 M pH 2,6 NaCl 0,15 M, Tris HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M e
Glicina 0,1 M pH 9,0 NaCl 0,15 M na proporcéo 1:10 (p/v), a temperatura ambiente. O material
insoltvel foi desprezado e a porc¢do liquida submetida a agitacdo continua durante trés horas.
Apos tal periodo, a amostra foi centrifugada a 5000 RPM por 30 min a 4 °C. O precipitado foi
descartado e o0 sobrenadante (extrato bruto) foi submetido a dosagem de proteinas pelo método
de Bradford (1976) e determinacdo de atividade hemaglutinante visando obter a melhor

condicdo de extracdo da lectina.

3.3 PREPARO DAS HEMACIAS

Para a preparagdo da suspensdo de hemacias a ser utilizada nos ensaios de
hemaglutinagéo, aliquotas de 3 mL de sangue foram lavadas com 7 mL de solucdo de NaCl
0,15 M e centrifugadas a 924 x g até a obtencdo de uma massa de hemécias integros, livres de
soro e material hemolisado. Para o tratamento do sangue com as enzimas proteoliticas
bromelaina, papaina e tripsina, uma solucdo de cada uma das enzimas foi adicionada a uma

suspensdo de hemécias a 3%, na proporcao de 1:1 (v/v). O material foi incubado por 30 min a
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37°C. Em seguida, centrifugado a 924 x g por 5 min e o precipitado resultante, lavado 5 vezes
com uma solucgéo de NaCl 0,15 M.

3.4 DOSAGEM DE PROTEINAS SOLUVEIS

Para determinar o teor de proteinas sollveis presentes nos extratos e nas fracoes obtidas
de esponjas marinhas, a cada 100 pL do extrato bruto foram adicionados 2,5 mL de reagente
de Bradford. Apds a agitacdo e repouso por 10 min foi realizada a leitura a 595 nm em
espectrofotometro (BRADFORD, 1976).

3.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A atividade hemaglutinante do extrato bruto foi determinada por meio de diluicdes
dupla-seriadas com NaCl 0,15M e a cada 100 uL de cada dilui¢do, foram adicionados igual
volume de uma suspensao de hemacias de coelhos a 3% em NaCl 0,15 M. Os tubos foram
incubados em estufa a 37 °C durante 30 min e em seguida deixados em repouso a temperatura
de 25 °C por 30 min. A presenca da atividade hemaglutinante foi determinada
macroscopicamente (MOREIRA & OLIVEIRA, 1983).

3.6 ESPECIFICIDADE POR ACUCAR

A especificidade por acUcares da lectina presente no extrato bruto foi determinada
segundo descrito por Moreira & Perrone (1977). A cada 100 uL de uma solugédo de NaCl 0,15
M, foram adicionados igual volume da solucdo de carboidratos e desta solucdo foram feitas
diluigbes sequenciadas. As diluiges dos carboidratos foram adicionados 100 uL de extrato
bruto e a mistura incubada em estufa a 37 °C por 30 min, seguidos de outros 30 minutos a
temperatura de 25 °C. A seguir foram adicionados 100 uL de uma suspensédo de hemacias a 3%,
e a mistura deixada em estufa a 37 °C por 30 min, seguidos de outros 30 minutos a temperatura
de 25 °C.
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3.7 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE DA LECTINA

O efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante foi analisado usando aliquotas
de uma solucéo de lectina em Tris-HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M, as quais foram incubadas
em banho seco as temperaturas de 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C por 10 min. Sendo apds esse
periodo verificada a sua atividade hemaglutinante pelo ensaio de hemaglutinagdo a temperatura

ambiente.

3.8 EFEITO DO pH SOBRE A TIVIDADE DA LECTINA

A estabilidade da lectina frente a diferentes valores de pH foi determinada a partir de
seu efeito sobre a atividade hemaglutinante. As amostras foram dissolvidas em solucGes tampéo
com valores de pH que variaram de 1 a 12. Foram realizadas diluicdes seriadas no mesmo
tampdo em que se encontravam. Em seguida, o material foi colocado em estufa a 37 °C por 30
min e adicionado uma suspensdo de hemacias a 3% para se analisar macroscopicamente a

atividade hemaglutinante.

3.9 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

Uma coluna de Sepharose CL 4B com aproximadamente 60 cm (Figura 4) foi
equilibrada com 5 volumes de coluna da solugéo tampdo Tris HCI 0,1 M M pH 7,4 NaCl 0,15.
Posteriormente, 200 mL extrato foi submetido a recirculacao “overnight”. O pico ndo retido foi
eluido com o mesmo tampéo de equilibrio e o pico retido foi eluido com o tampéo Glicina 0,1
M pH 2,6 NaCl 0,15 M. A cromatografia seguiu em fluxo constante de 1,5 ml por minuto. Os
eluatos foram monitorados em espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 280 nm. O

pico retido foi, dialisado, liofilizado e separado para analises posteriores.
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Figura 4: Coluna de afinidade Sepharose CL 4B.

3.10 CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

A coluna de troca ibnica Dietilaminoetil — Sephacel (DEAE — Sephacel) foi equilibrada
com o tampdo Tris (HCI) 0,025 M pH 7,6. O pico retido oriundo da cromatografia de afinidade
foi resuspendido na solucao tampéo de equilibrio Tris-HCI 0,025 M pH 7,6. O pico ndo retido
foi eluido com a solugdo tampdo Tris- HCI 0,025 M pH 7,6 e o pico retido foi eluido com um
gradiente de NaCl que variou de 0,1 a 1 M. A cromatografia foi mantida sobre fluxo constante
de 1,5 mL por minuto e monitorado em espectrofotdmetro em um comprimento de onda de 280

nm.
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3.11 EXCLUSAO MOLECULAR EM BIOGEL P-60

Com o intuito de melhor separacdo de proteinas o pico retido de Sepharose CL 4B foi
submetido a filtracdo em BioGel P-30 em uma coluna de 70 cm de altura por 1 cm de diametro.
A coluna foi equilibrada com o tampé&o Tris - HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M. A mesma foi
acoplada a um sistema de coleta automatico. A filtracdo ocorreu no fluxo de 1:2, sendo coletado
1 mL em cada um dos 95 tubos dispostos (figura 5). O mesmo foi monitorado com
espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 280 nm.

Figura 5: Coluna cromatografica de Biogel P-60 acoplada a um sistema de coleta automatica.
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3.12 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE SDS E -
MERCAPTOETANOL

O grau de purificacdo ap0s os ensaios cromatograficos foi determinado por meio do
acompanhamento dos perfis eletroforéticos das amostras. Estes experimentos seréo realizados
utilizando-se a técnica descrita por Laemli (1970). Para tanto, o gel de concentracdo foi
preparado na concentracdo de 3,5% de poliacrilamida em tampao Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 e SDS
a 1%,enquanto que o gel de separacdo foi montado formando um gradiente de 7,5 a 17,5% de
poliacrilamida em tampé&o Tris-HCI 3M, pH 8,8 e SDS a 1%. As amostras oriundas dos extratos
protéicos e dos picos cromatograficos, dissolvidos em tampédo Tris-HCI 0,625M, pH 6,7,
contendo SDS a 2%, glicerol a 10% e B-mercaptoetanol 5%, foram aquecidas em estufa a 100
°C durante 10 minutos, centrifugadas por 5 minutos a 2500 g, e em seguida adicionado 10 pL
de azul de bromofenol 0,02%. A corrida ocorreu sob amperagem constante (25mA) e ao final
da corrida, o gel foi retirado da placa e fixado em TCA 12,5% por uma hora, sendo entéo corado
com Coomassie brilliant blue R-250 a 0,005%. A remocéo do excesso de corante foi realizada

com o auxilio de uma solugdo descorante de metanol, acido acetico e agua (1:3,5:8, v/v/v).

3.13 COMPOSICAO DE AMINOACIDOS

Em parceria com a profa. Dr. Marta Madruga do Centro de Tecnologia (CT),
Universidade Federal da Paraiba, foi feita a composicao de aminoacidos de AFL. Realizado de
acordo com o método descrito por White, Hart e Fry (1986), no qual os aminoacidos foram
determinados em amostra previamente hidrolisada em acido cloridrico bidestilado 6N, seguida
de derivacao pré-coluna dos aminoacidos livres com fenilisotiocianato (PITC). A separacdo dos
derivativos feniltiocarbamil-aminoacidos (PTC-aa) foi realizada em cromatografo liquido de
alta resolucdo (VARIAN, Waters 2690, California, USA) acoplado com coluna de fase reversa
C18 (PICO-TAG, 3,9 x 150 mm). As fases mdveis empregadas consistiram de um tampao
acetato de concentracgdo 0,0011 g/mL e pH 6,4 e, uma solucdo de acetonitrila a 60%. A injecédo
de 20pL da amostra foi efetuada manualmente e a detecgdo ocorreu a 254 nm. A separagéo
cromatografica foi realizada a um fluxo constante de 1ml/min, a temperatura de 35 °C. O tempo
de corrida cromatografica foi de 21 minutos.

A curva de calibracdo foi construida com sete pontos, tragando-se um grafico das alturas

dos picos obtidos pela injecdo de 20 pL da solugdo de aminodcido preparada numa faixa de
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0,1875 pmol/mL a 0,25 pumol/mL. Em cada curva de calibracéo, o primeiro ponto correspondeu
ao limite de quantificacdo nas condi¢Bes empregadas, ou seja, a menor quantidade detectavel

pelo método.

3.14 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIFUNGICA

Estes experimentos foram realizados em parceria com a profa. Dr. Edeltrudes Lima, do
Laboratério de Micologia Clinica, Universidade Federal da Paraiba, onde para o controle de
atividade antimicrobiana foi usado cloranfenicol (100 pug/mL) para bactérias e nistatina (100
Ul /mL) para leveduras. Os produtos foram adquiridos comercialmente da SIGMA-
ALDRICH®.

Nos ensaios para avaliacdo da atividade biologica da lectina de Aplysina fulva (AFL),
foram incluidas cepas:

Bactérias: Staphylococcus aureus ATCC- 25923, S. aureus LM-177. S. aureus LM-
197 e S. epidermidis ATCC- 12228; e Pseudomonas aeruginosa ATCC-9027, P. aeruginosa
ATCC-25853 e P. aeruginosa LM-16606.

Leveduras: Candida albicans ATCC- 76645, C. albicans LM-111, C. albicans LM-
62, Candida tropicalis ATCC- 13803, C. tropicalis LM-23; C. tropicalis LM- 36.

As cepas foram adquiridas no Instituto Adolfo Lutz de S&o Paulo, Laboratério de
Micologia e de Microbiologia do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da Universidade
Federal da Paraiba. As mesmas foram mantidas em meios de cultura apropriados, Agar
Nutriente- AN para bactérias e Agar Sabouraud Dextrose- ASD para leveduras (DIFCO
LABORATORIES/France/USA) e conservadas a 4 °C e a 35 °C.

A suspensdo dos microrganismos foi preparada conforme o tubo 0.5 da Escala
McFarland, ajustada através de leitura espectrofotométrica (Leitz-Photometer 340-800), para
90% T (530 nm), correspondendo, aproximadamente, a 10® UFC/mL (NCCLS 2000;
HADACECK; GREEGER, 2000; NCCLS, 2000; CLEELAND; SQUIRES, 1991).

Meios de cultura: Os ensaios de atividade antifungica e antibacteriana foram realizados
em meio liquido Caldo Nutriente- CN para bactérias (DIFCO LABORATORIES/France/USA)
e Roswell Park Memorial Institute 1640 (RPMI 1640) para leveduras (ACUMEDIA/India). Os

meios de cultura foram preparados e usados conforme as instru¢des de cada fabricante.
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Determinagédo das concentracdes inibitoria minima (CIM) e fungicida minima-
(CFM): A determinacdo da CIM de AFL foi realizada pela técnica de microdiluicdo, utilizando
placas de microdilui¢do contendo 96 cavidades com fundo em forma de “U” e em duplicata.
Em cada orificio da placa, foi adicionado 100 puL do CN (bactérias) e meio liquido RPMI
(leveduras) duplamente concentrado. Posteriormente, 100 pL da lectina solubilizada, também
duplamente concentrado, foram dispensados nas cavidades da primeira linha da placa. E por
meio de uma diluicdo seriada a uma razéo de dois, foram obtidas concentracdes de 1024 pug/mL
até 8 ug/mL, de modo que na primeira linha da placa se encontrara a maior concentracao e na
ultima, a menor concentragdo. Por fim, foram adicionados 10 pL do indéculo dos
microrganismos nas cavidades, onde cada coluna da placa referiu-se, especificamente, a uma
cepa.

Foi feito controle de crescimento do microrganismo no meio de cultura; e com
cloranfenicol (100 pg/mL) para bactérias, e nistatina (100 pg/mL) para leveduras. As placas
foram seladas e incubadas a 35°C /72 h para os ensaios com bactérias e leveduras. No ensaio
biolégico com as bactérias, apds 24 h de incubacéo, foi adicionado 20 pL de solucdo do corante
resazurinaa 0,01 % (INLAB), reconhecido como um indicador colorimétrico de dxido-reducao
(MANN; MARKAN, 1998). Ap6s a mudanca de coloracdo do corante (azul para vermelho),
considerou-se como indicador de crescimento microbiano; e se a cor permanece azul, significa
a auséncia de crescimento microbiano. E foi considerada como CIM, a menor concentracéo do
produto capaz de inibir o crescimento das cepas bacterianas usadas nos ensaios, verificado por
uma ndo mudanca da coloracdo do corante indicador. A CIM da lectina sobre as cepas flngicas,
foi definida como a menor concentragdo capaz de inibir visualmente o crescimento microbiano

verificado nas cavidades, quando comparado com o crescimento controle.

Os ensaios foram realizados em duplicata e o resultado expresso pela média geométrica
dos valores de CIM obtidas nos dois ensaios (CLEELAND; SQUIRES, 1991; ELOFF, 1998;
SOUZA et al., 2007).

A atividade antimicrobiana foi interpretada e considerada ativa ou ndo, conforme 0s
seguintes critérios: 50-500 pg/mL = forte/6tima atividade; 600-500 pg/mL = moderada
atividade; 600-1500 pg/mL = moderada atividade; > 1500 pg/mL = fraca atividade ou produto
inativo (SARTORATTO ET AL., 2004; HOUGHTON ET AL.; 20007).
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3.15 RECONHECIMENTO DE CARBOIDRATOS NA SUPERFICIE DE Leishmania

brasiliensis

Este experimento foi realizado em parceria com a profa. Dr. Méarcia Rosa de Oliveira,
do laboratério de Leishmaina, Departamento de Biologia Molecular da Universidade Federal
da Paraiba. Formas promastigotas de Leishmania (Viannia) braziliensis (MHOM/BR/2011/AF)
foram cultivas in vitro em meio de cultura agar-sangue "Novy-MacNeal & Nicolle” (NNN) e
meio Schneider (Sigma-Aldrich™, St. Louis, USA), suplementado com 20% de soro fetal
bovino (SFB), streptomicina (100 pg/ml) e penicilina (100 U.l/mL) (Cultilab, S&o Paulo,
Brasil), a uma temperatura de 25 + 1°C (AMORIM et al., 2013).

Para o ensaio de aglutinacdo, formas promastigotas em fase logaritmica de crescimento
foram lavadas trés vezes em tampéo fosfato salina gelado [PBS (NaCl 145mM, Na,HPO4 9mM
NaH2PO4 1mM, pH 7,4)], e quantificadas em camara de Neubauer. Em microplacas de 96 pocos
foi adicionado 1mg/mL de AFL diluida em PBS, e realizado o procedimento de dilui¢do seriada
também em PBS. Em seguida, foram adicionadas as formas promastigotas dos parasitos (3 X
107 células/pogo), incubadas por 10 min a 25 °C e analisadas em microscépio dptico comum e
fotografados. As amostras foram analisadas comparando a dois controles: (1) formas
promastigotas em PBS (auséncia da lectina) e (2) formas promastigotas na presenca da lectina

mais solugéo de D-galactose (100mM).

2.15 ATIVIDADE ANTI TUMORAL

Este estudo foi feito em parceria com a profa. Dr. Deborah Schectman, do Instituto de
Quimica (1Q) da Universidade de Séo Paulo (USP). As células de cancer de mama da linhagem
MDA-MB-231 foram cultivadas em meio RPMI 1640 contendo 10% de soro bovino fetal
inativado por calor (FCS). As células foram semeadas (8 x 10%) em microplacas de microcultivo
de 96 pocos e incubadas por 24 horas com concentracdes de AFL que variaram de 500 UM até
1 nM. Apos as 24 horas 10 pL do reagente WST-1 foi adicionado e 30 minutos apos sua adi¢éo
as microplacas foram lidas em um leitor de microplacas para quantificacdo colorimétrica da

citotoxidade celular. No grupo controle néo foi adicionada nenhuma concentragao da lectina.
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4. RESULTADOS

4.1 EXTRACAO, DOSAGEM DE PROTEINAS E ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A tabela 4 apresenta a dosagem de proteinas e a atividade hemaglutinante especifica nos
diferentes extratos brutos obtidos a partir das solu¢des tampdes utilizadas. Nesta verifica-se que
a solucdo extratora que melhor solubilizou as lectinas presentes no extrato bruto da esponja
marinha Aplysina fulva foi o tampéo Tris HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M, onde foi possivel
obter 688 ug / mL de proteinas sollveis no extrato. A solugdo tampdo menos eficiente para
extracdo de proteinas, foi a solu¢do tampdo Glicina 0,1 M pH 2,6 NaCl 0,15 M, que extraiu
apenas 157 pg/ mL, ou seja 4,3 vezes menos proteinas do que o extrato preparado com Tris
HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M, no qual foi obtido 23,25 U.H.

Tabela 4: Teores de proteinas sollveis nos extratos e suas respectivas atividades especificas.

Extrato Mg/ mL Atividade especifica
(U.H)

Glicina 0,1 M NaCl 0,15 M pH 2,6 157 50,95

Tris HCI1 0,1 M NaCl 0,15 M pH 7,4 688 23, 25

Glicina 0,1 M NaCl 0,15 M pH 9,0 670 23, 88

Apos a extracdo de proteinas da esponja marinha Aplysina fulva com diferentes solugdes
tampédo, foi avaliada a atividade hemaglutinante, objetivando determinar em qual solugéo
extratora estaria a melhor atividade hemaglutinante especifica. Quanto ao titulo, no extrato
preparado com solucdo de Glicina 0,1 M pH 2,6 NaCl 0,15 M, observamos inicialmente a
presenca de atividade hemaglutinante até a diluicdo 1:8 seguida de hemdlise. J& nos extratos
preparados com as solucdes: Tris HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M e Glicina 0,1 M pH 9,0 NaCl
0,15 M, tambem foi verificada a presenca de atividade hemaglutinante, entretanto esta se deu

até a diluicdo de 1:16 e sem hemolise posterior.

Por fim, devido a maior quantidade de proteinas soltveis e boa atividade especifica
encontrada, foi escolhido como solugéo extratora a solugdo tampdo Tris HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl
0,15 M. Embora a solucdo extratora escolhida tenha resultados semelhantes aqueles

encontrados com a solugéo tampéo Glicina 0,1 M pH 9,0 NaCl 0,15 M, optou-se pela solugéo
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tampdo Tris HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M, por esta representar um valor de pH mais préximo

a realidade encontrada no meio onde o organismo habita.

Escolhida a solucdo extratora, os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados
utilizando-se hemacias de coelho normal e tratadas com as enzimas proteoliticas bromelaina,
papaina e tripsina. Também foi analisada a atividade hemaglutinante sobre hemécias humanas
do sistema ABO, contudo sem tratamento com enzimas proteoliticas. Como resultado,
evidenciou-se que o0s extratos testados foram capazes de aglutinar hemacias de coelho
independente de terem sido ou ndo tratadas com enzimas proteoliticas e que também foram

capazes de aglutinar hemécias humanas normais (tabela 5).

Tabela 5: Ensaio de hemaglutinagdo do extrato bruto da esponja marinha Aplysina fulva. N.D:

Nao determinado.

Hemécias Titulo de Hemaglutinacéo (U.H.)
Normal Tratadas
Bromelaina Papaina Tripsina
Coelho 64 32 32 32
Humanas A 32 ND ND ND
Humanas B 64 ND ND ND
Humanas O 64 ND ND ND

Quando foi testada atividade hemaglutinante sobre hemacias de coelho, verificou-se
um titulo de hemaglutinacdo de 64, que decresceu quando testado frente a hemacias de coelho
tratadas com enzimas proteoliticas, apresentando valor de 32. Semelhantemente ao resultado
encontrado para as hemaécias de coelho tratadas com enzimas proteoliticas, a lectina presente
no extrato proteico da esponja marinha Aplysina fulva também foi capaz de aglutinar hemaécias
humanas do tipo A com titulo de hemaglutinacédo de 32, entretanto aglutinou hemécias humanas
do tipo B e O com titulo de hemaglutinagdo 64, mesmo valor encontrado para hemacias de

coelho normais.
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4.2 ESPECIFICIDADE POR ACUCARES

Visando determinar qual o possivel ligante glicidico da lectina presente no extrato da
esponja marinha Aplysina fulva foi realizado um ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante
com o0s seguintes carboidratos: glicose, lactose, frutose, manose, galactose, N-acetil-D-
glicosamina, fucose, ribose, rafinose, xilose e arabinose. Dentre todos os carboidratos testados,
a D-galactose foi 0 Unico carboidrato que inibiu a atividade hemaglutinante da lectina, muito
embora sua inibigdo tenha sido fraca, uma vez que s6 aconteceu até a segunda dilui¢do e numa
concentracdo de 100 mM (Tabela 6). Estes resultados sugerem que a lectina presente liga-se de
forma fraca ao acUcar galactose, pois apenas em concentrac@es acima de 100 mM foi observado

efeito inibitdria da atividade hemaglutinante, embora incompleto.

Tabela 6: Inibicdo da hemaglutinagdo. MIC: Concentracdo Inibitoria Minima; NI: N&o Inibiu.

Carboidrato MIC (mM)
D-Galactose 100
D-Glicose NI
D-Frutose NI
L-Fucose NI
D-Ribose NI
D-Arabinose NI
D-Xilose NI
D-Manose NI
N-Acetil- D- NI

glicosamina




47

4.3 PURIFICACAO DE AFL

As etapas de purificacdo de AFL sdo descritas na Tabela 6, onde podem ser constatados
0s teores de proteinas, atividade hemaglutinante, atividade especifica e grau de purificacdo da

nova lectina ao longo das etapas utilizadas.

Tabela 7: Purificacdo da lectina da esponja marinha Aplysina fulva (AFL).

Purificacdo Total de  Atividade Atividade Vezes de Rendimento
Proteinas Total Especifica  Purificacéo (%)
(U.H/mg) (mg/ml)
Extrato 0,575 16 27,82 1,0 100
Sepharose CL 4B 0,077 256 102,4 3,7 10,43
DEAE Sephacel 0,060 256 196,9 7,1 13,39

4.4 CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE

A partir dos dados obtidos do ensaio de especificidade por agucares, o extrato bruto foi
aplicado em uma coluna de Sepharose CL 4B, uma matriz cromatografica de afinidade que
contém galactose em sua constitui¢do. O pico ndo retido foi eluido com solucdo Tampédo Tris-
HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M até que a absorbancia monitorada em comprimento de onda de
280 nm nas fracdes coletadas tenha sido zerada. Apds obtencéo do zero de leitura, o pico retido
foi eluido da coluna com solu¢do tampédo Glicina 0,1 M pH 2,6 NaCl 0,15 M. Como resultado,
obteve-se um pico Unico e uniforme, que ao ser submetido ao ensaio de atividade
hemaglutinante, apresentou expressivo titulo com valor de 256. Como resultado deste titulo, a
lectina foi purificada em 3,7 vezes (Tabela 6). O cromatograma obtido a partir da realizacéo da

cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose CL-4B encontra-se na Figura 6.
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Figura 6: Perfil cromatogréfico obtido por cromatografia de afinidade do extrato bruto da

esponja marinha Aplysina fulva aplicado em coluna de Sepharose CL 4B. (*): Atividade

hemaglutinante determinada com suspensdo de hemacias de coelho nativa a 3%.
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4.5 CROMATOGRAFIA DE TROCA IONICA

O pico oriundo da cromatografia de afinidade foi dialisado, liofilizado e resuspendido
em tampao Tris-HCI 0,025 M pH 7,6 e aplicado em uma coluna de troca idnica contendo matriz

de Dietilaminoetil- Sephacel (DEAE-Sephacel). O pico ndo retido foi eluido com solucao

Tampéo Tris-HCI 0,025 M pH 7,6 até que a absorbancia monitorada em comprimento de onda

de 280 nm nas fragdes coletadas tenha sido zerada. Apos obtencdo do zero de leitura, 0 pico
retido foi eluido da coluna por meio de um gradiente de NaCl que variou de 0 a 1 M, gerando

um pico Unico que encontra-se representado na Figura 7. Ao ser testada a atividade

hemaglutinante do pico obtido, verificou-se um titulo de 256. Este valor estabelece que a lectina

assim obtida foi purificada 7,1 vezes.
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Figura 7 - Cromatograma de eluicdo do pico retido da coluna de troca ibnica DEAE-Sephacel.
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4.6 EXCLUSAO MOLECULAR EM BIOGEL P-60

Com o intuito de melhor separacdo de proteinas o pico retido de Sepharose CL 4B foi
submetido a filtracdo em BioGel P-30 em uma coluna de 70 cm de altura por 1 cm de diametro.
A coluna foi equilibrada com o tampé&o Tris - HCI 0,1 M pH 7,4 NaCl 0,15 M. A mesma foi
acoplada a um sistema de coleta automatico. A filtracdo ocorreu no fluxo de 1:2, sendo coletado
1 mL em cada um dos 95 tubos dispostos (figura 8). O mesmo foi monitorado com

espectrofotdbmetro em um comprimento de onda de 280 nm.

O pico retido obtido por cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose CL 4B foi
dialisado, liofilizado e teve 3 mg ressuspendidas em 500 pL de solugédo tampéo Tris-HCI 0,1
M pH 7,4 NaCl 0,15 M para aplicacdo em coluna cromatografica de exclusdo molecular em
matriz de BioGel P-60. Este procedimento teve como finalidade verificar se haveria mais de
uma proteina no pico obtido a partir da cromatografia de afinidade, bem como de possiveis
fragmentos do processamento da mesma proteina. A cromatografia de exclusdo molecular

durou 14 horas e ao final, foi obtido um pico com atividade hemaglutinante (Figura 8).
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Figura 8: Cromatograma da exclus@o molecular em Biogel P-60.
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4.7 ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

O grau de purificacdo da lectina em todos os passos de purificagéo foi avaliado por meio
de eletroforese de poliacrilamida na presenca de SDS (PAGE-SDS) e na auséncia de SDS
(PAGE). Na PAGE-SDS do pico obtido por cromatografia de afinidade em Sepharose CL-4B
foi constatada a presenca de 3 bandas com pesos moleculares de 76, 51 e 27 kDa (Figura 9).
No passo de purificacdo seguinte, cromatografia de troca i6nica em DEAE-Sephacel, em
PAGE-SDS do referido pico retido foi encontrada apenas uma banda proteica com peso
molecular de aproximadamente 27 kDa (Figura 9-10). Contudo, quando a mesma amostra é
submetida a PAGE, constatou-se a presenca de apenas uma banda proteica, com peso molecular

de aproximadamente 52 kDa (Figura 11).
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Figura 9: Eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS (PAGE-SDS). Perfil eletroforético
de amostras oriundas da cromatografia de afinidade (A) e cromatografia de troca i6nica (B e

Q).
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Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida na presencga de SDS (PAGE-SDS). Amostra
referente a lectina purificada através de cromatografia de troca ibnica. A: Imagem apds duas
lavagens com solucdo descorante com 10% &cido acético e 20% de metanol. B: Imagem apds
sucessivas lavagens com solucéo descorante.(l e I11) Marcadores molecular: 225 kDa, 150 kDa,
102 kDa, 76 kDa, 52 kDa, 38 kDa, 31 kDa, 24 kDa, 17 kDa e 12 kDa. (Il e 1V): Pico retido da
cromatografia de troca i6nica. C: Determinacdo da massa molecular de AFL por reta de

regressao linear simples. Marcadores molecular: 52 kDa, 38 kDa, 31 kDa, 24 kDa, 17 kDa e 12
kDa .
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Figura 11: Padréo eletroforético do pico do cromatograma de troca idbnica DEAE-Sephacel em
gel de poliacrilamida ndo desnaturante. (A) Marcadores moleculares: 225 kDa, 150 kDa, 102
kDa, 76 kDa, 52 kDa, 38 kDa, 31 kDa, 24 kDa e 12 kDa (B) Pico retido da cromatografia de
troca idnica.
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Devido a presenca de outras bandas superiores na corrida da amostra oriunda
cromatografia de afinidade, como pode ser visualizado na PAGE-SDS (Figura 9), foi realizada
uma filtracdo em gel com o intuito de melhor esclarecer a presenga destas bandas. A eletroforese
em gel de poliacrilamida do Unico pico eluido (Figura 12) da cromatografia de exclusdo
molecular em BioGel P-60 (Figura 8) evidenciou o mesmo padrdo de bandas proteicas obtidas

no passo de purificagdo anterior.

A disposicdo destas bandas observadas nas amostras obtidas a partir de DEAE-
Sephacel, nos leva a concluir que AFL é um dimero que apresenta 57 kDa, composto por
subunidades de 28,8 kDa.
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Figura 12: Padrao eletroforético da exclusdo molecular em BioGel P-60. Observa-se a presenca
de 3 bandas proteicas, com aproximadamente 76, 52 e 27 kDa.

4.8 EFEITO DA TEMPERATURA E DO pH NA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Objetivando conhecer algumas propriedades de AFL, foram realizados testes que
avaliaram sua atividade hemaglutinante frente a variacOes de temperatura. AFL mostrou-se
resistentes a elevadas temperaturas (Figura 13). Até a temperatura de 80 °C, AFL apresentou a
mesma capacidade de exercer a hemaglutinacdo e apenas em temperaturas acima de 90 °C foi

perdida 50% da sua atividade hemaglutinante.

Esses resultados indicam que AFL é uma proteina termo resistente, pois nem mesmo a
exposicao a 100 °C levou a perda da sua funcdo.
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Figura 13: Curva de Termo Estabilidade de AFL.
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Em relacdo ao efeito da variacdo do pH sobre a atividade hemaglutinante, nota-se que a
lectina é relativamente sensivel a pHs &cidos, pois em pH 1 e 2 ndo foi observada a presenca de
atividade hemaglutinante. J& na faixa de pH de 3 a 5 é notavel a perda de 50% de atividade
hemaglutinante, quando comparado com a atividade apresentada no pH de extracdo (7,4). Ja
em pHs alcalinos (faixa de 6 a 12) observou-se considerdvel potencializacdo da atividade
hemaglutinante, que mostrou-se mais forte (figura 14). Desta forma, podemos concluir que

AFL ¢é uma lectina que tem melhor atividade em pHs basicos.

Figura 14: Efeito do pH sobre AFL.
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4.9 QUANTIFICACAO DE AMINOACIDOS

Ap06s o passo de purificagdo da lectina, com intuito de melhor caracteriza-la, foi
realizada a quantificacdo de aminoacidos pelo método descrito por White, Hart e Fry, (1986).
Nossos resultados (Tabela 8) mostram que o aminoacido mais presente em AFL € a leucina, um
amino&cido hidrofobico que provavelmente deve fazer parte do grande centro hidrofébico da
proteina. O segundo amino&cido mais presente em AFL é justamente o0 isdmero do aminoacido
anterior, a isoleucina que também deve estar associado ao centro hidrofébico da lectina. O

aminoacido menos presente é a alanina, outro aminoacido hidrofébico.

Tabela 8: Quantificacdo de aminoacidos.

Aminoécido mg do aminoacido/100mg AFL
Leucina 11,2452
Isoleucina 9,7871
Fenilalanina 7,9505
Lisina 6,1872
Metionina 5,6489
Acido Glutamico 5,3195
Arginina 4,7818
Tirosina 4,4005
Treonina 3,8587
Histidina 3,4918
Serina 3,2876
Valina 2,9718
Acido Aspartico 1,9298
Alanina 1,5834

4.10 ATIVIDADE ANTIBACTERIANA E ANTIFUNGICA

No ensaio pela técnica de microdiluicdo para avaliacdo da atividade antibacteriana da
lectina na concentracdo de 1024 a 4 pg/mL, foi observado que a mesma ndo produziu inibig¢do
sobre as cepas de S. aureus, S. epidermidis e P. aeruginosa ATCC-1228 Mas, na concentracdo
de 64 ug/mL, promoveu inibicéo sobre o crescimento das cepas de P. aeruginosa ATCC- 25853

e P. aeruginosa LM-606, sendo este valor considerado a sua CIM (Tabela 9).
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Tabela 9: Resultados da avaliagdo da Concentragdo inibitéria minima- CIM (ug/mL) de lectina sobre
bactérias - Técnica de microdiluicdo. (-): N&o houve crescimento do microrganismo. (+):
crescimento do microrganismo.

AFL Microrganismos
N
1% ¥ oo @ S ™M ©
2 3 o 0 S 8 8 8 893 g
L 8 5 ~ 5 K = S O c e 9
S LD a9 o @9 g 9 = & = 0 £ O
(@] = \ — — = — ()] | o > ©
pg/mL @ S S ! @ ! S O S ! S !
. O 3 =2 @ S © O & O 2 s
v = . . 5 3 O g |L_) c O & 5
< @ » o k= - < S <
v < o o < o
1024 + + + + + - -
512 + + + + + - -
256 + + + + + - -
128 + + + + + - -
64 + + + + + - -
32 + + + + + + +
16 + + + + + + +
8 + + + + + + +
4 + + + + + + +
Cloranfenicol + + - - + - -
Cepa bactériana + + + + + + +

Os resultados dos ensaios da atividade antifungica de AFL sobre as cepas fungicas
testadas estdo notificados na tabela 10. As leveduras ensaiadas apresentaram maior sensibilidade
a AFL do que as espécies bacterianas. A lectina na concentracdo até 128 pg/mL inibiu o
crescimento de quatro das cepas, C. albicans ATCC-76645, C. albicans LM-111, C. tropicalis
LM-36 e C. tropicalis ATCC-13803. J4 em concentracdes de 512 pg/mL, produziu inibi¢éo sobre
0 crescimento das seis (100 %) cepas do género Candida utilizadas nos ensaios bioldgicos. Desta
forma, a CIM de 50 % ficou estabelecida na concentragdo de 128 pug/mL e a de 100 % em 512
pg/mL. Foi determinado que a CFM € na concentracdo de 512 pg/mL para as cepas de C. albicans
ATCC-76645, C. albicans LM-111 e C. tropicalis LM-36.
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Os resultados obtidos dos ensaios de atividades bioldgicas da lectina sobre espécies
bacterianas e de leveduras através da CIM, podem ser considerados de 6tima atividade bioldgica,
levando em consideracdo os parametros estabelecidos por Sartoratto et al., 2004; Houghton et al.;
2007.

Tabela 10: Resultados da avaliacdo da Concentracdo inibitéria minima- CIM (ug/mL) da
lectina sobre leveduras- Técnica de microdiluicdo. (-): ndo houve crescimento do
microrganismo (+): crescimento do microrganismo.

AFL Microrganismos
Lo
e 3 . 0 o 8 » 2
S L $S 9 £ T & T o ®
ug/mL = 7. 8§ 94 8 88 Q% & &8 8
= O S } S | o \ o 1 o !
©
O 3 T 22 0 2 =g 2
6k ® 3 350 5 35 3
< O O o E o O
<
1024 - - - - - }
512 - - - - } l
256 - - + - + l
128 - - + - + -
64 + + + + + +
32 + + + + + +
16 + + + + + +
8 + + + + + +
4 + + + + + +
Nistatina - - - - - l

Cepa fungica + + + + + +
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4.11 ATIVIDADE ANTITUMORAL

Apbs a leitura no leitor de microplacas, as absorbancias foram comparadas com o grupo
controle (sem tratamento com AFL) e foi constatado que a concentracdo de 500 uM foi a Gnica
que causou uma baixa toxicidade nas células MDA-MB-231 entretanto, esse dado ndo sugere
que AFL possa causar morte em células tumorais, j& que o nimero de células viaveis ainda
permanece proximo ao controle (Figura 15). Outra observacdo interessante é que na
concentracdo de 10 nM foi observado um aumento muito baixo da proliferacdo celular,
entretanto esse dado também ndo pode ser considerado como indicativo de propriedade
mitogénica, ja que a quantidade de células nessa concentracdo nao € tdo diferente do grupo
controle. Esses dados nos sugerem que a lectina presente em Aplisina fulva néo € tdxica para

células de cancer de mama da linhagem MDA-MB-231.

Figura 15: Toxicidade contra células de cancer de mama da linhagem MDA-MB-23.
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4. 12 DETECCAO DE CARBOIDRATOS NA SUPERFICIE DE Leishmania brasiliensis

A andlise sob microscopia 6ptica demonstrou que a partir de 125 pg/ml AFL foi capaz
de aglutinar as formas promastigotas de L. (V.) braziliensis em fase logaritmica de crescimento
(Figura 16 B). A adicdo de 100 mM de galactose foi capaz de reverter essa aglutinagao,
confirmando a especificidade e capacidade dessa lectina para reconhecer e se ligar a D-
galactose (Figura 16 C).

Figura 16: Teste de aglutinacdo de formas promastigotas de Leishmania (Viannia) brazilienis.
(A): Controle negativo, promastigotas na presenca de PBS; (B): promastigotas na presenca de
125 pg/ml de AFL; (C) : promastigotas na presencga de 125 pg/ml de AFL mais 100mM de
galactose
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5. DISCUSSAO

A esponja marinha Aplysina fulva pode ser considerada uma nova fonte de lectinas de
invertebrados, tendo em vista que no presente estudo foi purificada uma lectina dimérica (AFL)
da referida espécie com subunidades de massa molecular de aproximadamente 28,8 kDa, rica
em leucina, especifica para galactose e termo resistente. Na forma nativa, em gel de
eletroforese, a lectina apresentou-se como dimero evidenciada pela presenca de uma Unica
banda proteica com 57 kDa. Por andlise destes padrdes eletroforéticos foi sugerido que a lectina
em sua forma dimerica é formada por duas subunidades mantidas provavelmente através der

interacdes nao covalentes do tipo idnicas, pontes de hidrogénio e hidrofdbicas.

Dentro do mesmo género (Aplysina), estruturas oligoméricas com peso molecular
préximo ao encontrado para AFL foram relatadas para as lectinas das esponjas marinhas
Aplysina archeri e Aplysina lawnosa (MIARONS; FRESNO, 2000). Aplysina archeri, assim
como Aplysina lawnosa, é uma glicoproteina cuja estrutura se apresenta na forma de
homotetramero de 64 kDa, onde cada subunidade tem aproximadamente 16 kDa. Ambas as
lectinas sdo dependentes de calcio e manganes, mas diferem em sua composicéo de carboidratos
(MIARONS; FRESNO, 2000). Comparando o peso molecular da lectina isolada da esponja
marinha Aplysina fulva com agueles encontrados para as lectinas de outras esponjas do mesmo
género (A. archeri e A. lawnosa), constata-se que a lectina isolada em nossos estudos apresenta

7 kDa de diferenca das demais isoladas.

Lectinas de esponjas marinhas com estruturas diméricas sdao bem conhecidas na
literatura cientifica. Um exemplo classico, € a lectina | de Axinella polypoides que apresenta-se
na forma de dimero com 21 kDa (BREATTING, H; KABAT, E. A, 1976). Entretanto esta ndo
€ a Unica lectina de esponja marinha com estrutura em dimero relatada. A lectina de
Halichondria okadai, também apresenta-se como um dimero com subunidades de 30 kDa
unidas por pontes de hidrogénio, interacdes hidrofobicas ou idnicas, evidenciadas por PAGE-
SDS (KAWSAR et al., 2008). Da mesma forma, a lectina Il da esponja marinha Haliclona
caeruela (H-2) apresenta-se como um dimero de 30 kDa, também unido por pontes de
hidrogénio e interacdes hidrofébicas (CARNEIRO et al., 2012).

AFL é uma lectina termo estavel a aquecimento até 80 °C, sendo este valor mais alto
que aguele observado para as lectinas de Cliona varians (MOURA et al, 2006) e Cinachyrella
apion (MEDEIROS et al., 2010), cujos limites de estabilidade térmica foram até 60 °C. Atingida
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a temperatura de 80 °C, AFL permanece ainda com 50% de sua atividade hemaglutinante até o
maximo de temperatura testada (100 °C). Este mesmo comportamento foi verificado para a
galectina da esponja marinha Cinachyrella spp, que da mesma forma que AFL, é altamente
termo estavel, uma vez que o titulo de atividade hemaglutinante desta lectina diminui em 50%
apos exposicao a temperaturas acima de 80° C, permanecendo mesmo apds aquecimento a 100
°C, sendo necessario aquecimento por duas horas para que haja diminuicdo da mesma (UEDA
et al., 2013). Além das lectinas das esponjas marinhas Cliona varians (MOURA et al, 2006) e
Cinachyrella apion (MEDEIROS et al., 2010), outras lectinas, como aquelas das esponjas
marinhas Pellina semitubulosa (ENGEL et al.,1992) e Haliclona cratera (PAJIC et al, 2002),
também apresentam valores de termo estabilidade até 56 °C, estando estes bem abaixo daqueles
encontrados para AFL. Contudo, semelhantemente a AFL, estas lectinas apresentam a
capacidade de manter, por certo tempo, sua atividade hemaglutinante em valores de temperatura
superiores ao seu limite de termo estabilidade. N&o somente nas esponjas marinhas, mas
também em outros invertebrados marinhos, como o bivalve Pteria penguim, constatou-se a
presenca de lectina com termo estabilidade. Neste organismo, a lectina mantém sua atividade
hemaglutinante constante até a temperatura de 60 °C, reduzindo em 50% apds atingir 70 °C,
todavia, de maneira diferente as demais lectinas aqui discutidas, sua atividade hemaglutinante
foi completamente abolida apds exposi¢do a 100 °C durante 1 hora (NAGANUMA et al., 2006).

Em invertebrados marinhos, assim como em outros organismos superiores, lectinas
parecem apresentar melhores resultados de atividade hemaglutinante quando extraidas em pHs
neutro a basico. AFL ndo foge esta regra, uma vez que apresentou melhores resultados de
atividade hemaglutinante em pHs basicos. Resultados semelhantes foram descritos por Pajic e
colaboradores (2002) e Carneiro e colaboradores (2012) para as lectinas das esponjas marinhas
Haliclona cratera e Haliclona caerulea, respectivamente, que da mesma forma que AFL
apresentaram baixa atividade hemaglutinante em pHs 4&cidos e crescente atividade
hemaglutinante em pHs na faixa de neutro a alcalino. Contudo, quando comparado a AFL,
algumas lectinas, como a da esponja marinha Halichondria okadai (KAWSAR et al., 2008),
perdem completamente sua atividade hemaglutinante em pHs &cidos, embora mantenham o

mesmo comportamento em pHs basicos.

Lectinas de esponjas marinhas apresentam uma especificidade peculiar por galactose e
derivados oligossaridicos de galactose, tal caracteristica também esta presente nas lectinas de
leguminosas, todavia estas apresentam especificidade por outros carboidratos, neste caso, por

glicose e seus derivados. Da mesma que forma que outras lectinas de esponjas marinhas, AFL
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conserva especificidade de ligagéo a galactose, embora ndo tenha demonstrado tanta afinidade
por este carboidrato, uma vez que é necessaria uma concentracdo de 100 mM de D-galactose
para que se verifiqgue uma diminuicdo de sua atividade hemaglutinante. Frequentemente na
literatura cientifica sdo encontrados relatos da presenca de lectinas de esponjas marinhas que
se ligam a galactose com alta afinidade, exemplo disso € a lectina de Cliona varians (MOURA
etal., 2006). A lectina monomérica com 29 kDa de Haliclona cratera (PAJIC et al., 2002) liga-
se, alem de galactose, a N-acetil-D-galactosamina e oligassacarideos de B-D-galactose. Esta
ligagdo a oligassacarideos de B-D-galactose também ja foi relatada para as lectinas de Aplysina
archeri e Aplysina lawnosa (Miarons; Fresno, 2000). Ja as lectinas | e 1l de Axinella polypoides
(BREATTING; KABAT, 1976), além de ligar-se a galactose ligam-se também a fucose.

Durante a caracterizacdo da composi¢do de aminoacidos da lectina da esponja marinha
Aplysina fulva constatou-se que os aminoacidos hidrofébicos leucina e isoleucina sdo o0s que
estdo presentes em maiores teores percentuais, seguido da lisina, um aminoacido basico. Os
mesmos resultados ja foram descritos para a lectina da esponja marinha Haliclona cratera que
se mostrou rica em aminoacidos hidrofobicos e apresentando abundéncia de aminoacidos
basicos (PAJIC et al., 2002). Ja a lectina isolada a partir da esponja marinha Craniella
australiensis apresentou altos teores de treonina, um amino&cido polar sem carga e glicina, um
amino&cido hidrofébico (XIONG et al., 2006).

Considerando que esponjas marinhas produzem uma gama de compostos bioativos que
sdo capazes de protegé-las contra predadores e impedem infeccdes, testou-se AFL em modelos
de estudo de toxicidade frente a microrganismos e algumas células. Dessa maneira foi
verificada a capacidade de AFL inibir o crescimento de bactérias e fungos. Os resultados
obtidos mostraram que AFL na concentracdo de 64 pg/ mL apresentou toxicidade para cepas
de Pseudomonas aeruginosa (LM-606 e ATCC-25853). Estes resultados estdo de acordo com
aqueles encontrados por Fenton e colaboradores (2013) que estudando a lectina de
Spheciospongia vesparia demonstraram que a mesma exibe atividade antibacteriana contra as
bactérias Gram-negativas Pseudomonas aeruginosa e Escherichea coli, indicando que essas
proteinas talvez estejam envolvidas em processos de defesa dessa esponja marinha.
Anteriormente, alguns estudos ja haviam sido feitos com lectinas do género Aplysina,
demonstrando que estas sao capazes de inibir o crescimento de Enterococcus faecalis, Bacillus
cereus, Escherichea coli e Salmonella enteritidis (MIARONS; FRESNO, 2000). Atividade
antibacteriana frente a Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus foi relatada por Moura e

colaboradores (2006), que demonstraram que a lectina de Cliona varians (CvL) na
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concentracéo de 25 pg/mL foi capaz de inibir 75% do crescimento bacteriano. Em dose de 100
pg/mL alcangou-se uma capacidade inibitéria de 90% do crescimento bacteriano.

Os resultados obtidos mostram que AFL na concentracdo de 128 pg/ mL foi capaz de
inibir o crescimento das leveduras Candida albicans (ATCC- 76645), C. albicans (LM- 111),
C. tropicalis (ATCC- 13803) e C. tropicalis (LM-36), entretanto Candida albicans (LM-62) e
C. tropicalis (LM-23) s6 foram inibidas quando a concentracdo foi aumentada para 512 pg/mL.
Atividade antifingica moderada foi relatada para a lectina da esponja marinha Helichondria
okadai (HOL-30) frente a cepas de Botryodiplodia theobrome, Alternaria alternata, Curvularia
lunata, Macrophomia phaseolina e Colletotrichum corchori (KAWSAR et al., 2008). Apesar
destes relatos mais recentes, atividade antifungica de lectinas de esponjas marinhas ainda é um
assunto pouco estudado. Outros compostos oriundos de esponjas marinhas também apresentam
atividade antifungica, como por exemplo, o0 peptideo jasplacinolida que é um
ciclodepsipeptideo isolado a partir da esponja marinha Jaspis sp. Este peptideo é seletivo para
C. albicans com MIC de 25 pug/ mL. A atividade topica de uma solucéo a 2% de jasplacinolida
em infeccBes vaginais de C. albicans é semelhante a de nitrato de miconazol (LAPORT;
SANTOS; MURICY, 2009).

Ao buscar um possivel efeito toxico da lectina da esponja marinha Aplysina fulva frente
a células de cancer de mama da linhagem (MDA-MB-231), ndo foram constatadas diferencas
significativas na viabilidade das células testadas. Este resultado diverge de outros ja publicados
na literatura cientifica. A lectina de Halichondria cratera apresentou 50% da viabilidade de
sobrevivéncia celular (IC50) em doses de 9 pg/mL e 11 pg/mL frente a células HeLa e FemX,
respectivamente (PAJIC et al., 2002). A lectina de Cinachyrella apion (CaL) também apresenta
toxicidade contra células de adenocarcinoma cervical das linhagens HelLa, PC3 e 3T. Neste
ensaio, populagdes celulares tratadas com a lectina foram inibidas de forma dose-dependente.
A linhagem celular mais sensivel a CaL foi a de células HeLa, apresentando um IC50 de 10
pg/mL (RABELO et al., 2012). A lectina de Cliona varians (CvL) é capaz de inibir o
crescimento de células leucémicas humanas da linhagem K562, sendo o IC50 obtido com uma
concentracdo em torno de 70 pg/mL. Na concentracdo de 20 pg/mL 80% das celulas nédo
apresentam sinais de toxicidade, enquanto com tratamento na dose de 80 pg/mL esse valor cai
em 25%. Ainda com relacdo a CvL, os mesmos pesquisadores perceberam que células T
imaturas (linhagem celular JURKAT) também tem sua proliferacdo inibida, mas de forma
menos sensivel, apresentando um valor de 1C50 de 100 pg/mL. Entretanto, CvL ndo apresenta

toxicidade frente a linfocitos normais de sangue periférico (QUEIROZ et al., 2009).
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As formas promastigotas de Leishmania sp. apresentam na sua superficie um
glicolipideo de alto peso molecular, o lipofosfoglicano (LPG), que esta inserido na membrana
desses parasitas por uma ancora hidrofobica de glicosilfosfatidil-inositol. Essas
macromoléculas sao de grande importancia na interacdo dos parasitos com o intestino do inseto
vetor (SOARES et al., 2002) assim como, na internalizacdo e sobrevivéncia dos parasitos no
hospedeiro mamifero (TURCO & DESCOTEAUX, 1992). E conhecido que o LPG presente na
superficie das formas promastigotas de L.(V.) braziliensis apresenta uma expressiva expressao
e exposicdo de galactose (SOARES et al., 2005). Portanto a capacidade de AFL aglutinar
formas promastigotas de L. (V.) brazilienis confirma a especificidade desta lectina para
galactose além de revelar a potencialidade desta lectina como uma ferramenta molecular para
0 estudo de carboidratos de superficie em Leishmania sp. A utilizacdo de lectinas para o estudo
de carboidratos na superficie de Leishmania sp € documentado em outros trabalhos. Moura e
colaboradores (2006) observaram que formas promastigotas de L. chagasi poderiam ser
aglutinadas pela lectina da esponja marinha Cliona varians. Posteriormente, estudando as
aplicacdes bioldgicas da lectina de Cinachryrella apion (CalL), Medeiros e colaboradores
(2010) constataram que na concentracdo de 1 mg/ml esta lectina foi capaz de aglutinar formas
promastigotas de Leishmania chagasi. Esta aglutinacdo ndo ocorre na presenca do carboidrato
lactose, fato que comprova a ligacéo especifica de CaL a este glicideo presente na superficie de
L. chagasi.
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6. CONCLUSOES

e Uma nova lectina capaz de aglutinar hemécias de coelho e humanas foi purificada a
partir da esponja marinha Aplysina fulva (AFL);

e AFL foi parcialmente inibida pelo carboidrato galactose sugerindo ser uma lectina
ligante a oligossacarideos derivados de galactose;

e Estruturalmente, através da analise do perfil eletroforético da proteina nativa, AFL
apresenta-se como dimero de aproximadamente 57 kDa com subunidades de 28,8 kDa;

e AFL é uma lectina termoestavel cuja melhor condicdo de pH para manter sua atividade
é na faixa de neutro a alcalino;

e AFL apresenta em sua composicdo grande quantidade de residuos de aminoéacidos
hidrofébicos de leucina e isoleucina;

e A lectina foi capaz de inibir o crescimento de cepas de P. aeruginosa (ATCC-25853) e
P. aeruginosa (LM-606);

e A lectina foi capaz de inibir o crescimento de cepas de C. albicans (ATCC- 76645), C.
albicans (LM- 111), C. tropicalis (ATCC- 13803) e C. tropicalis (LM-36) na
concentragdo de 128 pg/mL e de C. albicans (LM- 62) e C. tropicalis (LM- 23) na
concentragédo de 512 pg/mL;

e AFL ndo apresenta efeitos citotoxicos contra células de cancer de mama da linhagem
MDA-MB-231;

e A lectina mostrou-se habil em aglutinar formas promastigotas de Leishmania

brasiliensis através do reconhecimento de galactose em sua superficie.
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