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RESUMO

PERON, G. Tabhys: um peptideo com atividade lectinica extraido de Tabernaemontana
hystrix. 85 f. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2015.

Lectinas séo proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico que se liga reversivel e
especificamente a um monossacarideo ou oligossacarideo. A capacidade de ligacdo a diferentes
tipos de agucares torna essas moléculas ferramentas Uteis no estudo de diversos processos celulares
especificos. Embora as lectinas de plantas sejam amplamente estudadas, aquelas referentes a familia
Apocynaceae ainda séo pouco exploradas. Resultados prévios obtidos pelo nosso grupo de pesquisa
mostraram que extratos brutos de suber do caule da apocindcea Tabernaemontana hystrix Steud
apresenta atividade hemaglutinante. Além de aglutinar eritrocitos do sistema ABO, a putativa
aglutinina foi capaz de estimular a sintese de RNAmM de IL-6 e TGF- em células esplénicas de
camundongos. A vista disso, no presente projeto tivemos como objetivo identificar, caracterizar
bioquimicamente e avaliar o possivel potencial imunoestimulador da aglutinina de T. hystrix. Os
extratos de T. hystrix obtidos por meio da farinha de raspas do suber apresentaram atividade
hemaglutinante, o que nao foi observado no extrato do caule destituido de stber e no extraido das
folhas. Para comprovar que se tratava da atividade observada anteriormente, obtivemos a inibicéo
da hemaglutinacdo com a glicoproteina fetuina, mas ndo houve inibi¢cdo por monossacarideos. Foi
determinado um protocolo de isolamento da hemaglutinina com precipitacdo do extrato do suber
com sulfato de amonio, cuja atividade foi recuperada no material precipitado na faixa de 30 a 60%
de saturacéo, seguido de cromatografias sequenciais por (1) interagdo hidrofébica (HiTrap Octyl),
(2) troca catibnica (HiTrap SP), (3) fase reversa (EC Nucleosil C18) e (4) afinidade (Blue—
Sepharose). Nessas colunas a atividade foi recuperada do (1) material ndo retido e dos eluatos (2 e
4) com 1M e 0,5M de NaCl, respectivamente, e (3) 83% de acetonitrila. Esse protocolo produziu
uma preparacdo homogénea contendo um peptideo cuja analise eletroféretica revelou massa
molecular (MM) aproximada de 3kDa e concentracdo hemaglutinante minima de 50ug/mL. A fim
de determinar se esse peptideo formava estrutura quaterndria (dimeros, tetrametros, etc.),
caracteristica da maioria das lectinas de plantas, submeteu-se a preparacéo a uma eletroforese em
gel nativo (PAGE), ndo sendo observadas mudancas na MM do peptideo e nem a presenca de
outras moléculas com MM maiores que pudessem estar associadas a ele, 0 que sugere que a
aglutinina de T. hystrix (denominado aqui de Tabhys) é um peptideo de MM aproximada de 3kDa.
O fato da heveina, um dos peptideos lectinicos com atividade antifungica mais estudado, ter
especificidade por quitina nos motivou a tentar o isolamento do peptideo em coluna desse
polissacarideo. Observou-se atividade hemaglutinante e presenca de peptideo com MM de 3kDa no
material eluido com Acido acético a 0,1M da coluna de quitina. Curiosamente, nenhuma de nossas
preparacOes foram capazes de inibir o crescimento do fungo Trichophyton rubrum. O peptideo
purificado foi testado quanto a sua capacidade em induzir a proliferacdo celular e a producdo de
citocinas em células esplénicas murinas. Os resultados dos ensaios de RT-PCR em tempo real e
citometria de fluxo demonstraram que o a aglutinina de T. hystrix ndo foi capaz de estimular a
proliferacéo de linfocitos, entretanto, induziu o aumento de mensagem para a citocina TGF-p, cujo
pico de producéo ocorreu em célula estimuladas com 37ng/mL. Neste estudo, relatamos a presenga
de um peptideo no extrato de T. hystrix com atividade hemaglutinante, o que é relativamente raro e
novo. Devido a isso, este estudo pode proporcionar novas perspectivas e paradigmas nos estudos
das lectinas a nivel molecular e estrutural.

Palavras-chave: Tabernaemontana hystrix Steud. Hemaglutininas. Lectinas de plantas. TGF-
B. Peptideos lectina-similes.



ABSTRACT

PERON, G. Tabhys: a peptide with lectin activity extracted from Tabernaemontana
hystrix. 85 f. Dissertacdo de Mestrado — Faculdade de Medicina de Ribeirdo Preto,
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2015.

Lectins are proteins that have at least one non-catalytic domain that binds specifically and
reversibly to a monosaccharide or oligosaccharide. This ability to bind to different types of
sugars makes these molecules useful tools in the study of various specific cellular processes.
Although the plant lectins are widely studied, those belong to Apocynaceae family are still
little explored. Previous results obtained by our research group showed that bark crude
extracts from Tabernaemontana hystrix Steud (Apocynaceae) had hemagglutination activity.
Besides to agglutinate erythrocytes from ABO blood group system, the putative agglutinin
induced the synthesis of IL-6 and TGF-f mRNA in mouse spleen cells. Here we aim to
identify, characterize biochemically and evaluate the possible immunostimulatory potential of
T. hystrix agglutinin. The haemagglutination activity was obtained from crude extracts of bark
flour, but not of flours of stems without bark and leaves. The activity of the bark extract was
similar to that from the previous study, since the haemagglutination was inhibited by the
glycoprotein fetuin, but not by monosaccharides. An isolation protocol was determined by
using ammonium sulfate precipitation, with haemagglutination activity recovered in the range
of 30-60% of saturation, and sequential chromatography procedures: (1) hydrophobic
interaction (HiTrap Octyl), (2) cation-exchange (HiTrap SP), (3) reverse phase (EC Nucleosil)
and (4) affinity (Blue—Sepharose) chromatography. From these columns the activity was
recovered in the (1) unbound material, and eluates (2 and 4) with 1M and 0,5M of NacCl,
respectively, and (3) 83% acetonitrile. On the basis of electrophoresis analysis, the protocol
produced a preparation comprised of only band corresponding a peptide with molecular
weight (MW) of about 3-kDa, with minimum haemagglutination concentration of 50ug/ml.
To determine if this molecule arrangement had a quaternary structure arrangement, a feature
of most known lectins, we submitted the preparation to a native electrophoresis. Because there
was neither change in migration pattern nor presence of molecules of higher molecular mass,
we suggested that T. hystrix peptide (Tabhys) is a peptide with MW of about 3-kDa. Since
hevein, which is a most studied lectin-like peptide with antifungal activity, binds specifically
to chitin, we performed an affinity chromatography in the chitin column with bark extract. We
observed haemagglutination activity and the presence of peptide with MW of 3-kDa in the
material bound to column and eluted with 0,1M acetic acid. Curiously, this peptide was not
able to inhibit the growth of the fungus Trichophyton rubrum. Thereafter, when the purified
peptide was used to stimulate murine spleen cells, we detected the expression of TGF-p
message, with a peak production obtained in cell stimulated with 37 ng/mL of Tabhys. In the
current study, we isolated a peptide from crude extract of T. hystrix bark with
haemagglutination activity, providing new perspectives in molecular and structural researches
of peptide lectins.

Keywords: Tabernaemontana hystrix Steud. Hemagglutinins. Plant lectins. TGF-p. Lectin-
like peptides.
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1 INTRODUCAO

1.1 Lectinas

1.1.1 Histdrico e aspectos gerais

Ao final do século 19, evidéncias da presenca na natureza de proteinas que possuiam a
habilidade de aglutinar eritrécitos iniciaram a histdria da pesquisa com lectinas. Tais proteinas
foram denominadas hemaglutininas ou fito-hemaglutininas, dado que foram primeiramente
descobertas em plantas (Sharon & Lis, 2004).

Estudos pioneiros de descricdo das hemaglutininas advém de 1888, através da
descoberta da ricina, uma lectina altamente toxica extraida de sementes da mamona (Ricinus
communis), por Peter Hermann Stillmark (Sell & da Costa, 2000; Sharon &L.is, 2004; Sharon,
2007; Sharon & Lis, 2007). Trinta e um anos apos a descoberta da ricina, James B. Sumner,
isolou da semente de uma leguminosa (Canavalia ensiformis), uma proteina com atividade
hemaglutinante, denominada concanavalina A (ConA) (Sharon & Lis, 2004), no entanto
somente ap6s duas décadas (1936) foi descoberta a capacidade de ConA em aglutinar outros
tipos de células, como leveduras, e em precipitar determinados tipos de carboidratos e
glicoproteinas (Sumner & Howell, 1936). A partir desses dados e de outros trabalhos, o0s
pesquisadores observaram que as lectinas reagiam de maneiras diferentes aos tipos de células
sanguineas, sendo a especificidade entre elas variavel.

No final de 1940, dois trabalhos independentes de William C. Boyd, nos EUA, e Karl
O. Renkonen, na Finlandia, relataram em extratos de Phaseolus limensis, Vicia cracca e Lotus
tetragonolobus a especificidade de aglutininas a determinados tipos de antigenos do grupo
sanguineo humano ABO (Sharon & Lis, 2007). Essas observacbes foram corroboradas e
extendidas, entre 1954 a 1956, por Olavi Makeld, o qual examinou 743 extratos de sementes
de diferentes tipos de plantas da familia Leguminosae e detectou, em aproximadamente um
décimo delas, atividade hemaglutinante especifica a tipagem sanguinea humana (Sharon &
Lis, 2004).

A descoberta de especificidade das aglutininas de plantas aos diferentes tipos de
carboidratos presentes nas células sanguineas humanas foi importante para o estudo dos
antigenos do sistema sanguineo ABO humano. No trabalho de Morgan et al., em 1950, estes
conseguiram identificar os agucares que determinavam esta especificidade em cada tipo
sanguineo humano (Aminoff et al., 1950; Morgan & Watkins, 2000).
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Em 1954, Boyd e Shapleigh propuseram o termo lectina, do latim lectus (participio
passado do verbo legere - que significa escolher ou selecionar), devido a habilidade das
aglutininas em distinguir entre eritrécitos de diferentes tipos sanguineos (Boyd & Shapleigh,
1954). Este termo foi generalizado, mais tardiamente, em 1980, por Goldstein, que definiu
lectinas com “proteina de origem ndo imunologica ligante de agticar que aglutina células ou
precipita glicoconjugados” (Goldstein et al., 1980).

O interesse pelas lectinas aumentaram significativamente a partir da década de 1960,
com a descoberta da lectina de Phaseolus vulgaris, conhecida como fito-hemaglutinina
(PHA). Peter C. Nowell, observou que além de aglutinar eritrocitos, PHA também possuia
atividade mitogénica em linfocitos (Nowell, 1960), fendmeno que até entdo era desconhecido
no ambito imunolodgico, uma vez que se acreditava que o linfécito ao alcangar o estagio final
de desenvolvimento ndo era capaz de ser estimulado a proliferar e diferenciar-se (Liener et
al., 1986 apud Sharon & Lis, 2007). A vista disso, uma variedade de outras lectinas com
atividade mitogénica foram descobertas.

O estudo das lectinas como substancias mitégenicas, juntamente com suas aplicacfes
praticas como marcadores estruturais, permitiu a expansao de estudos sobre as caracteristicas
bioldgicas das células, principalmente no &mbito de organizacéo e alteracdo de suas moléculas
de superficie em casos de malignidade. Na década de 60 e 70, descobriu-se a habilidade das
aglutininas de gérmen de trigo (WGA), da soja (SBA) e ConA em aglutinar,
preferencialmente, células cancerosas (Aub et al., 1963, 1965; Inbar & Sachs, 1969; Inbar et
al., 1972; Sela et al., 1971). Tais descobertas resultaram em inovacGes no campo da biologia
experimental, sendo as lectinas utilizadas para distingdo de populacdes de células especificas
e em técnicas para caracterizagdo, sequenciamento e purificacdo de carboidratos e
glicoproteinas. A partir de entdo, com 0 avanco nas técnicas bioguimicas de isolamento e
separacdo de lectinas baseadas na afinidade e capacidade de reagirem reversivelmente com
carboidratos, ocorreu a intensificacdo de estudos pela descoberta de novas lectinas
provenientes de outros grupos taxondmicos, incluindo vertebrados.

A primeira lectina de mamiferos, um receptor de asialoglicoproteinas especifico para
galactose com fungdo de controle de meia-vida de glicoproteinas presentes na circulacdo
sanguinea, foi descoberta a partir de celulas do figado de coelhos (Ashwell & Morell, 1974).
Concomitantemente, a partir de extratos de determinados tecidos de Electrophorus electricus
(enguia), foi isolada uma lectina, solivel e/ou parcialmente ligada a membrana, com
especificidade a dissacarideos contendo f-D-galactose. Tal lectina foi a primeira galectina de

animais a ser descoberta (Teichberg et al., 1975). Com isso, a medida que se intensificou as
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purificages e os estudos de lectinas de animais, dado a descoberta de uma variedade de
funcgdes, os pardmetros fisico-quimicas dessas proteinas também foram alvos de interesse para
o0 entendimento de suas atividades a niveis moleculares. Estes parametros, juntamente com a
determinacdo das sequéncias primarias e conformacdes tridimensionais das lectinas,
comecaram a ser elucidados no inicio da década de 70. A primeira lectina a ter a sua
sequéncia primaria elucidada foi ConA (Edelman et al., 1972), seguida da aglutinina de
gérmen de trigo (WGA) (Wright, 1977). A vista disso, uma variedade de estruturas primarias
de lectinas foram identificadas, sendo fundamentais para a identificacdo de homologias dentro
de agrupamentos taxondmicos de lectinas (Sharon & Lis, 2004).

Baseando-se na analise das sequéncias de aminodcidos das lectinas, descobriu-se que
na maioria delas havia uma sequéncia polipeptidica que compartilhava um padrao de residuos
de aminoacidos altamente conservados e que eram responsaveis pela interacdo com 0s
carboidratos, denominada dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) (Drickamer,
1988; Drickamer & Taylor, 1993; Sharon & Lis, 1990; Loris et al., 1998; Dodd & Drickamer,
2001). A descoberta dos CRDs, particularmente de lectinas com apenas um CRD, e de outros
dominios ndo ligantes de carboidratos com atividade catalitica, restringiram ainda mais as
propostas de defini¢bes para essas proteinas (Van Damme et al., 1998). Assim, a definicéo
original foi extendida por Peumans e Van Damme (1995) — para incluir entre as lectinas as
proteinas que possuem ao menos um dominio ndo catalitico que se liga reversivel e
especificamente a um monossacarideo ou oligossacarideo (Peumans & VVan Damme, 1995).

A especificidade das lectinas aos diferentes tipos de carboidratos é devido
principalmente a complementaridade gerada por interacBes fracas (interacdes eletrostatica,
forcas de Van der Waals, ligacdes de hidrogénio e interacbes hidrofobicas) (Drickamer &
Taylor, 1993; Elgavish & Shaanan, 1997) entre alguns de seus residuos de aminoacidos e 0s
diferentes tipos de carboidratos, sendo que uma mudanca relativa em um ou dois grupos
hidroxilas (epimerizagdo) pode alterar substancialmente esse processo de reconhecimento
(Gabius et al., 2011).

O reconhecimento de inimeras estruturas de glicanas por lectinas envolve a estrutura
tridimensional desses carboidratos, sendo diretamente relacionada as configuragdes
anoméricas no carbono 1 (a/B), as posicOes das ligacdes glicosidicas, as configuracoes
espaciais (piranose ou furanose), assim como as associacdes e modificacdes (acetilagéo,
fosforilagéo, sulfatagdo e metilacdo) das estruturas de todos os carboidratos (Pilobello &
Mahal, 2007; Gabius et al., 2011). Dessa forma, os carboidratos, diferentes de outras classes

de macromoléculas (DNA, RNA), formam estruturas complexas que os proporcionam alta
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diversidade, tornando-os um detentor de informag6es macico (Pilobello & Mahal, 2007). Tais
informagdes ou glicocddigos, apesar de pouco conhecidos (Varki et al., 2009) séo decifrados
pelas lectinas (Sharon & Lis, 1989; Drickamer & Taylor, 1993; Elgavish & Shaanan, 1997,
Naeem et al., 2007).

As lectinas, embora sejam ligantes especificos de carboidratos, possuem uma
afinidade relativamente baixa por monossacarideos, com constante de dissociagdo baixa, na
faixa de 10 a 10° M (Rini, 1995; Drickamer, 1995; Elgavish & Shaanan, 1997, Gabius et
al.,2011). A forca de ligacao é aumentada em funcdo de multiplos sitios de ligacGes adicionais
(avidez), os quais determinam a especificidade das lectinas (Bundle & Young, 1992). A
multiplicidade de ligacbes é proporcionada por subsitios de ligacdo (ou sitios estendidos) ou
por subunidades multivalentes que sdo formadas por mais de uma unidade de cadeias
polipeptidicas semelhantes ou por oligdmeros (Rini, 1995; Elgavish e Shaanan, 1997, Sharon
& Lis, 2007).

1.1.2 Lectinas de plantas

Embora as lectinas estejam presentes em todos 0s seres vivos, inclusive em alguns
virus, as derivadas de plantas sdo as mais abundantes, sendo encontradas com frequéncia em
muitas familias, dentre elas destacam-se Fabaceae e Euphorbiaceae. Elas podem estar
presentes tanto em cotilédones ou endospermas de sementes (correspondendo de 0,1 a 5% do
total de proteinas nestes tecidos), quanto em tecidos vegetativos como em folhas, cascas,
bulbos, rizomas, raizes de flores, caule, frutos, floema, néctar e latex (Van Damme, 2008;
Dias et al., 2015). A vista disso, formam um grupo heterogéneo de proteinas que se
diferenciam entre si em estrutura molecular, especificidade e atividade biologica (Van
Damme et al., 1998; Peumans et al., 2001; Peumans & Van Damme, 1998). Baseando-se na
estrutura global das lectinas de plantas e no nimero de CRDs que as comp&em, estas foram
classificadas em quatro grupos: hololectinas, merolectinas, quimerolectinas e superlectinas
(Peumans & Van Damme, 1995, 2001; Naeem et al., 2007) (Figura 1).

As lectinas classificadas como merolectinas possuem somente um CRD e devido a
isso ndo sdo capazes de aglutinar células e precipitar glicoconjugados. Um exemplo classico é
a heveina, um peptideo de aproximadamente 4.7kDa ligante de quitina extraido do latex de
Hevea brasiliensis (Van Parijs et al., 1991; Porto et al., 2012). Ja as hololectinas possuem
dois ou mais CRDs estruturalmente similares e, portanto, ao contrario das merolectinas, sdo

capazes de aglutinar células e precipitar glicoconjugados (Peumans & Van Damme, 1998). A
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maioria das lectinas de plantas pertencem ao subgrupo das hololectinas, como por exemplo,
ConA, PHA, WGA e etc. As quimerolectinas possuem um ou mais CRDs e um dominio néo
relacionado. Esse dominio ndo relacionado pode ter atividade catalitica, dentre outras,
atuando independentemente do CRD. As quimerolectinas ora comportam-se como
merolectinas, como no caso das quitinases de classe I, contendo apenas um CRD, ora como
hololectinas, como no caso das proteinas de inativacéo ribossémica (RIP) do tipo 2, as quais
possuem dois CRDs (Van Damme et al., 1998). E por altimo, as superlectinas, um grupo
especifico de quimerolectinas que possuem dois ou mais CRDs, estruturalmente e
funcionalmente diferentes que reconhecem acucares diferentes. A lectina TXLC-1 é um
exemplo de superlectina, pois possui dominios com afinidade a manose e a N-

acetilgalactosamina (GalNAc) (Van Damme et al., 1996).

Hololectina
Merolectina
Ex.: ConA Ex.: Heveina
PHA I

‘ Dominio

Ex Qﬁffmase::de.;: catalitico
classe =
|

Sitio de

CRDs ligacao ao
carboidrato

Figura 1: Representacdo esquematica das estruturas de diferentes subclasses das lectinas de plantas, baseado na
composicdo de seus dominios. TXLC- lectina do bulbo de Tulipa cv. PHA- fito-hemaglutinina. ConA-
concanavalina A. RIP do tipo 2: lectina de Viscum album. Adaptado de Van Damme et al. 1998 e Peumans et al.,
2001.

Por outro lado, o rapido progresso nas analises estruturais e na clonagem dos genes
das lectinas de plantas permitiu que estas fossem agrupadas, atualmente, em doze familias
evolutivamente e estruturalmente proximas (De Schutter & Van Damme, 2015) (Tabelas 1 e
2). As familias sdo: lectinas (1) de Amaranthaceae, (2) similares a aglutinina de Nicotiana
tabacum (Nictaba) (Chen et al., 2002; Van Damme et al., 2004; Lannoo et al., 2006; Lannoo
& Van Damme, 2010); (3) com dominios tipo heveina; (4) similares a aglutinina de

Galanthus nivalis (familia GNA), (5) similares a jacalina, (6) de leguminosas; (7) com
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dominio Ricina-B (Familia Ricina-B); (8) similares a aglutinina de Agaricus bisporus, até
entdo, detectadas exclusivamente em fungos (Peumans et al., 2007); (9) similares as
quitinases de classe V com atividade lectinica (Van Damme et al., 2007); (10) similares a
cianovirina-N (Percudani et al., 2005; Koharudin et al., 2008; 2009); (11) com dominios
similares ao da aglutinina de Euonymus europaeus (EUA) (Fouquaert et al., 2008, 2009;
Fouquaert & Van Damme, 2012); e (12) aquelas com dominio LysM (Familia LysM) (Gust et

al., 2012).

Tabela 1. Nome, especificidade e caracteristicas das familias das lectinas de plantas.

Familia de e -
lectinas Especificidade Caracteristicas
Lectina extraida do siber de Robinia Pseudoacacia que
o . Complexo N- apresenta alta identidade com quitinases de classe V, no
Similares a licanas/alto entanto, é desprovida de atividade catalitica. Alguns
quitinase 9 genes homologos ao dessa lectina sdo encontrados na

contetdo de Man

familia Fabaceae, mas ndo em outras familias de plantas
(Van Damme et al., 2007).

Com dominios
similares ao de

Gal e complexo N-
glicanas/alto

Aglutininas similares a de Euonymus europaeus (EUA)
com especificidade variavel (Fouquaert & Van Damme,

EUA conteido de Man ~ 2012).
Amaranthaceae Galp(1,3)/GalNAc e Grupo pequeno de lectinas encontradas em espécies de
GalNAc Amaranthus (Peumans et al., 2001).

Cianovirina-N  (CVN) é uma lectina extraida da
o . cianobacteria Nostoc ellipsosporum com um alto
Similares a M potencial antiviral. Atualmente, lectinas homologas a
cianovirina-N an CVN (CVNH) tém sido relatadas em algumas espécies
de plantas e fungos (Percudani et al., 2005; Koharudin et

al., 2009).
Grupo de lectinas similares & aglutinina extraida da folha
de Nicotiana tabacum (Nictaba). A expressdo dessa
(GIcNAC)n, alto aglutinina € induzida por alguns hormdnios ou insetos
Similares a contetdo de Man e herbivoro_s néo se_ndo_ detectada em condi¢Ges normais
. f nas espécies de Nicotiana (Chen et al., 2002; Lannoo et
Nictaba N-glicanas al., 2006, 2007). O dominio Nictaba também esta
complexas presente nas lectinas do floema de Cucurbitaceae, as
quais representam um subgrupo de aglutininas similares

a Nictaba.
Lectinas com um ou mais dominios heveina. O dominio
heveina foi primeiramente identificado em um peptideo
Similares a (GIcNAC)n e N- extraido do latex de Hevea brasiliensis, nomeado
heveina glicanas heveina, com especificidade a quitina (Van Parijs et al.,

1991; Peumans et al., 2001; Van Damme, 2008).

Man — manose, Glc — glicose, Gal — galactose, GaINAc — N-acetil-galactosamina, GIcNAc — N-acetil-
glicosamina. Adaptado de De Schutter & Van Damme (2015).
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Tabela 2: Continuagéo da tabela 1.

Familia de
lectinas

Especificidade

Man/Glc, Gal/GalNAc,
(GIcNAC)n, Fuc e
Sian2-3Gal/GalNAc

Leguminosas

Caracteristicas

Lectinas identificadas em sementes de plantas da
familia de leguminosas (Fabaceae). Atualmente, as
lectinas da familia Lamiaceae também estéo inclusas
neste grupo (Wang et al., 2003, Sharon & Lis, 1990).

Grupo de lectinas de plantas previamente referidas
como proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs)
em eucariotos com dominio catalitico de remogao de
um residuo de adenina conservado. Entretanto, nem
todas as RIPs sdo consideradas lectinas, apenas as
RIPs do tipo 2, as quais possuem uma cadeia B com
dois CRDs. Esta cadeia, denominada de dominio
ricina-B, foi primeiramente identificada na ricina,
uma lectina altamente tdxica isolada da semente de
Ricinus communis (mamona) (Van Damme et al.,
2001; Stirpe & Battelli, 2006; Van Damme, 2008).

Com dominio Gal/GalNAc ou Siaa2-
Ricina-B 6Gal/GalNACc
Similares a
aglutinina de GIcNAc/GalNAc e Gal

Agaricus bisporus

Aglutinina originalmente reportada no fungo A.
bisporus (ABA). Atualmente, aglutininas homologas
a ABA foram encontradas em algumas espécies de
plantas mais basais como Marchantia polymorpha
(MarpoABA) e 0 musgo Tortula ruralis (Lannoo &
Van Damme, 2010).

Similares a GNA Man e N-glicanas

Refere-se a lectina extraida do bulbo de Galanthus
nivalis com especificidade & manose. A medida que
novas lectinas estruturalmente similares a GNA em
monocotileddneas foram descobertas, estas foram
agrupadas na familia de lectinas ligadoras de manose
de monocotileddneas (Peumans & Van Damme,
1998). No entanto, atualmente, com a descoberta de
lectinas similares a GNA em briéfitas, bactérias e
animais esta familia foi nomeada de lectinas
similares a GNA.

Proteinas com um ou mais dominios que sao
estruturalmente similares ao dominio da jacalina,
uma lectina com especificidade & galactose extraida
da semente da jaca (Artocarpus integrifolia) (Kabir,
1998).

Similares a Gal,
Jacalina Galp(1,3)/GalNAc,
Man e N-glicanas
Quitina,
Com dominio peptideoglicanas
LysM

O dominio LysM foi primeiramente descoberto na
lisozima de um fago, a qual degrada a parede celular
de algumas bactérias. Esta presente em todos os
eucariotos, incluindo plantas e humanos (Buist et al.,
2008; Ponting et al., 1999). Em plantas, as lectinas
com dominios LysM extracelulares tém sido
identificadas como receptores de superficie que
medeiam a interagdo entre bactérias e leguminosas.
Nas espécies de Arabidopsis, receptores similares a
cinases que contém dominios LysM estdo envolvidos
no reconhecimento e defesa contra fungos
patogénicos (Miya et al., 2007; Wan et al., 2008).

Man — manose, Glc — glicose, Gal — galactose, Fuc — fucose, GaINAc — N-acetil-galactosamina, GICNAc — N-
acetil- glicosamina, Sia — &cido sialico, RIPs — proteinas inativadoras de ribossomos. Adaptado de De Schutter &
Van Damme (2015).
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Embora as lectinas de plantas estejam agrupadas em diferentes familias
estruturalmente relacionadas, estas compartilnam similaridades com as estruturas terciarias de
lectinas provenientes de outros grupos. Tais similaridades sdo detectadas em dobramentos
observados primeiramente em lectinas de legumes, como “rocambole” ou dobramento das
lectinas, composto de fitas betas antiparalelas arranjadas em duas folhas betas, 0s quais estéo
presentes em mondmeros de lectinas de animais (ERGIC-53) e humanas (galectina humana 7)
(Sharon & Lis, 2004). Dessa forma, o grupo das lectinas possuem diferentes tipos de
dobramentos, dentre os quais 0s mais comuns em plantas sdo: beta prisma | e I, beta trevo,
dominio das heveinas e dominio das lectinas de leguminosas (“rocambole”) (Rini, 1995;
Wright, 1997; Loris, 2002; Sinha et al., 2007; Gabius, 2013).

Devido a essa ampla diversidade estrutural, as lectinas exercem diversas funcgdes.
Dentre elas, destacam-se como moléculas de reconhecimento importantes na infeccdo de
células hospedeiras por algumas bactérias e virus (Park & Novak, 2009; Wang et al., 2014).
Nos animais sdo responsaveis pelo controle da biossintese de glicoproteinas (ERGIC-53,
calnexina e calreticulina), pelo direcionamento de linfocitos e leucocitos aos sitios de
inflamacdo (selectinas), além de atuarem como moléculas de defesa e reconhecimento de
patdgenos (dectina e colectina), regularem o crescimento, ciclo e apoptose das células
(galectinas) e serem mediadoras nas interacdes entre células da imunidade inata e neurais
(siglecs) (Drickamer & Taylor, 1993; Dod & Drickamer, 2001; Sharon & Lis, 2004).

Diferente das lectinas de animais, as funcGes bioldgicas das lectinas de plantas ainda
ndo estdo totalmente elucidadas. Estudos indicam que elas podem ser secretadas sob
condicgdes de estresse (seca, altas concentracOes de sais, ferimento, etc.) em compartimentos
intracelulares como citoplasma e nucleo (Zhang et al., 2000; Chen et al., 2002, Van Damme
et al., 2004). Em contrapartida, diversos estudos demonstram o papel das lectinas de plantas
na defesa contra micro-organismos e insetos fitopatogénicos, assim como contra animais
predadores (Janzen et al., 1976; Barkai-Golan et al., 1978; Brambl & Gade, 1985; Chrispeels
& Raikhel, 1991; Peumans & Van Damme, 1995; Ripoll et al., 2003; Van Damme, 2008;
Dias et al., 2015). Recentemente, a descoberta de peptideos ou proteinas antimicrobianos com
dominios heveina contribuiram ainda mais para a elucidacdo da fungdo de defesa dessas
proteinas nas plantas (Odintsova et al., 2009; Zhao et al., 2011; Porto et al., 2012). Ainda, na
década de 70, surgiu a hipotese de que as lectinas de plantas leguminosas podem ser
responsaveis pela associagdo entre bactérias fixadoras de nitrogénio (rhizobia) e a raiz dessas
plantas (Hamblin & Kent, 1973; Bohlool & Schmidt, 1974). Tal hipo6tese ainda ndo foi

comprovada, pois ndo é valida para todas as leguminosas, além disso existem poucos estudos
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que demonstrem essa relacdo entre lectinas em raizes de plantas e bactérias fixadoras de
nitrogénio (Sharon & Lis, 2004).

Diante do exposto, a disponibilidade de um grande numero de lectinas de plantas com
especificidades glicidicas distintas possibilitou que essas fossem utilizadas como ferramentas
Uteis na pesquisa, principalmente nos &mbitos da medicina, biologia e biotecnologia (Tabela
3). Vale ressaltar que ap6s a descoberta da atividade mitogénica da PHA e de outras lectinas
imunoestimuladoras, essas proteinas tém se mostrado como ferramentas muito interessantes

em pesquisas na area de imunologia.

Tabela 3. AplicacGes das lectinas de plantas.

BIOLOGIA

- Purificacdo, caracterizagdo e quantificacdo de glicoconjugados e/ou glicanas por meio de cromatografia de
afinidade com lectinas imobilizadas e em ensaios de ligacéo de lectinas conjugadas as enzimas (ELLA)

- Quantificacdo das atividades de glicosiltransferases/glicosidases por detec¢do de produtos enziméticos com o
uso de lectinas

- Andlise de glicomas (glicbmica)

- Detecgdo de epitopos definidos de carboidratos de glicoconjugados em blots ou em placas de cromatografia de
camada delgada

- Caracterizacdo do perfil de glicoconjugados de superficie celular e os seus precedentes de organizacdo
intracelular e rotas em células normais e geneticamente modificadas

- Analise de mecanismos envolvidos na glicosilagdo correta de variantes celulares resistentes as lectinas;

- Fracionamento de populagdes celulares

- Modulagdo dos perfis de ativacéo e proliferacdo de células

- Estudos de processos celulares de agregacdo e adesdo por meio do uso de lectinas como modelos de substratos

MEDICINA

- Deteccdo e quantificacdo de aberracdes de glicanas de superficies celulares relacionadas com doencas, por
exemplo, malignidade de células tumorais

- Tipagem de grupo sanguineo e definicdo dos perfis de secre¢do

- Estudos de marcadores celulares para diagnostico inclusive de agentes infecciosos como virus, bactérias,
fungos e parasitos

BIOTECNOLOGIA

- Producéo de drogas e inseticidas contra pragas agricolas

Adaptado de Ridiger & Gabius, 2001.

1.1.3 Lectinas e o sistema imunoldgico

Desde a descoberta, em 1960, da capacidade da PHA e ConA em induzir a
proliferacdo de linfécitos, as lectinas de plantas tém sido utilizadas extensivamente como
ferramentas Uteis no estudo de processos bioldgicos celulares especificos, visto que elas

podem interagir com os diferentes agucares presentes nos receptores de superficie das células
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e, consequentemente, podem desencadear inUmeras vias de sinalizacbes e respostas
bioguimicas em células especificas (Souza et al., 2013). Como exemplo, podemos citar as
lectinas mitogénicas que interagem com os glicanas dos receptores de linfocitos B e T e
induzem a expansao policlonal, o aumento da sintese de DNA, alteragdes morfologicas e
fenotipicas e secregdo de citocinas. Nas células B pode ainda ocorrer a secre¢do de
imunoglobulinas por essas células (Whisler & Yates, 1980; Sell & Costa, 2000). Embora seja
conhecido que algumas dessas lectinas induzem a producéo e a secrecao de IL-2, citocina
responsavel pela sobrevivéncia e expansao dos linfécitos, os mecanismos subjacentes a essa
atividade mitogénica ainda ndo séo totalmente conhecidos. Evidéncias indicam que essas
proteinas diferem entre si quanto a capacidade de induzir a proliferacdo de linfocitos.

As diferentes isoformas da PHA, isolectinas compostas de subunidades que possuem
uma cadeia E reativa a eritrdcitos, e/ou outra cadeia L com alta afinidade para os receptores
de linfécitos (Chrispeels & Raikhel, 1991; Movafagh et al., 2013), possuem capacidades
diferentes em interagir com linfdcitos e estimular a proliferacdo dessas células (Sharon & Lis,
2004). Em experimentos de comparacdo dos efeitos mitogénicos entre as diferentes
isolectinas de PHA e de outras lectinas mitogénicas, observou-se que somente algumas
isoformas de PHA foram capazes de induzir um alto indice mitético em linfdcitos humanos
(Sofuni & Yoshida, 1992).

Além de induzirem a proliferacdo de linfocitos, as lectinas de plantas também podem
ativar células do sistema imunologico como macrofagos, mastocitos, células dendriticas,
neutrofilos a estimular a producédo de citocinas por essas células. No trabalho de Dong et al.
(2011), observou-se que a lectina extraida do bulbo do alho foi capaz de estimular a produgéo
de IL-12 e IFN-y por macro6fagos e células esplénicas murinas via ativacao das cinases MAPK
ou ERK. Stojanovi¢ et al. (2010) observaram que a lectina recombinante de banana
(rBanLec), além de estimular a proliferacdo de linfécitos T, foi capaz de induzir a producéo e
secrecdo das citocinas IL-4 e IL-10 por essas células. Muraille et al. (1999) observaram a
producdo de IL-12 e IFN-y por células esplénicas murinas estimuladas com lectinas de plantas
mitogénicas como ConA, lectina de lentilha (LCA), PHA-E e lectina de ervilha (PSA). Hajto
et al. (1998) observaram aumento da expressdo de IL-12 por células mononucleares do
sangue periferico humano (PBMC) e da atividade citotoxica de células NK estimuladas com a
aglutinina recombinante de Viscum album (ML-I). No trabalho de Pelletier et al. (2001),
observou-se que a mesma lectina citada anteriormente (ML-1) pode reverter alguns dos
efeitos pro-inflamatdrios da citocina IL-15 sobre os neutréfilos, além de aumentar a

habilidade de fagocitose dessas células. No trabalho de Figueiredo et al. (2009), injecOes
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intraperitoneais de ratos com diferentes doses da lectina da semente de Dioclea
rostrata (DrosL) estimulou a migracdo de neutrdfilos e a producdo e secregdo das citocinas
IL-1B e TNF-a. Moreno et al. (2003) demonstraram a capacidade da lectina KM™ extraida da
semente da jaca (Artocarpus integrifolia), atualmente denominada ArtinM, em ativar e
estimular a degranulacdo de mastdcitos.

A atividade imunomoduladora de lectinas de plantas, principalmente na inducdo de um
padrdo de resposta imunoldgica protetor em determinados modelos de patogénese ou doenca,
tem sido amplamente estudada. Nosso grupo de pesquisa, mostrou que a lectina ligante de
manose ArtinM, é capaz de induzir a producdo de 1L-12 por macrofagos através da ligacéo a
receptor do tipo Toll (TLR) 2, e assim mudar o padrdo de resposta imunolégica de células T
do tipo 2 (Th2), produtoras de IL-4, para o padrdo de células Thl, produtoras de IFN-y
(Panunto-Castelo et al., 2001; Coltri et al., 2008; 2010). Quando investigado o potencial dessa
lectina em modelos experimentais de infecgdo de Leishmania major (Panunto-Castelo et al.,
2001; Teixeira et al., 2006), Paracoccidioides brasiliensis (Coltri et al., 2008; 2010; Ruas et
al., 2012; Souza et al., 2013) e Listeria monocytogenes (Conrado et al. relatado em Pereira-
da-Silva et al., 2008), cuja protecdo é dependente do desenvolvimento de um padrdo de
resposta Thl, ArtinM mostrou-se protetora. O efeito de ArtinM pode ser observado quando
testada profilaticamente em camundongos infectados com L. major (Panunto-Castelo et al.,
2001; Teixeira et al., 2006) e profilatica e terapeuticamente em modelo experimental murino
de paracoccidiodomicose (Coltri et al., 2008; 2010).

Recentemente, tem sido identificado em plantas diversos receptores de
reconhecimento de padrdo (PRRs) sollveis ou de membrana que apresentam dominios de
lectinas e sdo capazes de identificar patdgenos e desencadear uma resposta de defesa neste
grupo (De Schutter & Van Damme, 2015). Embora um numero limitado desses PRRs de
plantas tenha sido caracterizado funcionalmente, aqueles ligados a membrana ou de superficie
carregam um ou mais dominios de lectinas extracelulares que estdo acoplados a dominios de
Ser/Thr cinases citoplasmaticos (De Schutter & Van Damme, 2015). Dessa forma, esses
PRRs sdo denominados receptores similares a cinases com dominios de lectinas (LecRLK -
Lectin Receptors-Like Kinases) e podem ser classificados em quatro tipos: G, C, L e LysM
(Singh & Zimmerli, 2013; Vaid et al., 2013; De Schutter & Van Damme, 2015). O primeiro
(tipo G) possui um ou mais dominios extracelulares similares ao da aglutinina de G. nivalis
(familia de lectinas similiares a GNA). O segundo (tipo C) ndo é muito comum em plantas,
uma vez que as lectinas do tipo C sdo raramente encontradas nesse reino. Atualmente,

somente um tipo foi identificado, sendo o seu papel bioldgico ainda nao estabelecido (Cambi
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et al., 2005; Vaid et al., 2012). O terceiro (tipo L) possui dominio extracelulares semelhantes
aos das lectinas de legumes, sendo identificado no genoma de Arabidopsis thaliana
(Bouwmeester & Govers, 2009). O quarto (tipo LysM) é o mais estudado, visto que
reconhece moléculas de GICNAc presentes em superficie de bactérias e fungos (Buist et al.,
2008), além de estar envolvido no reconhecimento de determinados micro-organismos
simbioticos de plantas, como as bactérias do género Rhizobium e os fungos micorrizicos
(Knogge & Scheel, 2006; Gust et al., 2012).

Diante do exposto, a capacidade das lectinas de plantas em ativar células do sistema
imunoldgico em animais (Gupta, 2012) faz com que estas proteinas estejam envolvidas em
muitos mecanismos imunomoduladores em alguns modelos de infeccbes patogénicas
(Panunto-Castelo et al., 2001; Coltri et al., 2010; Ruas et al., 2012. Além disso, a participacao
dessas proteinas nos mecanismos de defesa no reconhecimento de patdégenos em defesa do
“proprio” (PRRs) (Lannoo & Van Damme, 2014) e em diversas vias apoptoticas, como
agentes antitumorais (Fu et al., 2011; Hamid et al., 2013), permite que elas sejam utilizadas
no tratamento, prevencdo e diagndstico de algumas doencas, incluindo o cancer. Estudos
adicionais de identificacdo e caracterizacdo bioquimica, dos mecanismos de acdo em nivel
molecular e a relacdo estrutura e fungdo dessas proteinas poderdo ajudar a compreender 0s
seus efeitos terapéuticos benéficos, assim como analisar as consequéncias toxicas ocasionadas
pelo tratamento com estas moléculas na exploracdo de novas drogas com finalidades
medicinais e até mesmo biotecnoldgicas, no combate as pragas agricolas (Chrispeels &
Raikhelb, 1991; Peumans & Van Damme, 1995; Sharon & Lis, 2004).

1.2 Familia Apocynaceae

1.2.1 Aspectos gerais

A familia Apocynaceae esta classificada na ordem Gentianales juntamente com mais
quatro familias: Gentianaceae, Rubiaceae, Loganiaceae e Gelsemiaceae (Judd et al., 2009).
Esta familia é considerada uma das dez maiores e mais diversas do grupo de angiospermas
(Rapini, 2000; Forzza et al., 2010) com aproximadamente 355 géneros e 3.700 espécies
distribuidas predominantemente nas regides tropicais e subtropicais; poucos géneros ocorrem
em regides temperadas (Judd et al., 2009; Santos et al., 2013). No Brasil sdo encontrados
cerca de 95 géneros e 850 espécies que ocorrem em diversas formagGes, como as florestas

pluviais amazonica, atlantica e de tabuleiro, floresta seca, restinga, cerrado e caatinga (Quinet
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& Andreata, 2005). E composta de arvores, arbustos, lianas e ervas, as vezes suculentas e com
aspectos de cactos. Apresenta floema interno e presenca de laticiferos e latex geralmente
leitoso. As folhas sdo geralmente opostas e inteiras, 0s estiletes sdo unidos no apice, formando
uma cabeca ampliada e as sementes sdo comosas (Endress & Bruyns, 2000; Rapini, 2000;
Judd et al., 2009). Quase todas as espécies da familia sdo venenosas e muitas séo utilizadas
com propositos medicinais e/ou econémicos, devido a presenga de metabdlitos secundarios no
latex, como por exemplo hidrocarbonetos poli-isoprénicos (borracha), triterpenos, acidos
graxos, fitoesterdis e alcaldides (Yoder & Mahlberg, 1976). A parte mais utilizada das plantas
dessa familia é a casca (Santos et al., 2013). Os compostos derivados do género Catharantus
(vinca-do-madagascar), Rauvolfia e Strophantus sdo utilizados em drogas contra lecucemia,
hipertensdo e no tratamento de doencas cardiacas (Judd et al., 2009). Compostos derivados da
casca, latex e raizes do género Tabernaemontana, popularmente conhecida como jasmim-
bravo, sdo utilizados no tratamento da sifilis, verrugas e como expectorantes (Agra et. al.,
2007; 2008).

1.2.2 Tabernaemontana. hystrix Steud.

No Brasil, o género Tabernaemontana L. possui 28 espécies nativas sendo 6
endémicas, dentre elas destacam-se T. hystrix Steud., a qual pode ser encontrada no Nordeste
(PE, BA), Sudeste (MG, ES, SP, RJ); cerrado e mata atlantica (Forzza et al., 2010).

T. hystrix Steud. (sinonimia botanica — Peschiera fuchsiaefolia ou Peschiera
fuchsiifolia A. DC. Miers), popularmente conhecida como leiteiro, € classificada na classe
Equisetopsida, subclasse Magnoliidae, superordem Asteranae, ordem Gentianales, familia
Apocynaceae e género Tabernaemontana L. (disponivel em <www.tropicos.org/Name/
1802046>). Com altura entre 4 e 6 metros, tronco com diametro entre 8 e 12cm revestido de
casca lisa, a planta perenif6lia, heliéfita e pioneira, floresce nos meses de outubro e
novembro, com maturacdo dos frutos nos meses de maio e junho (Figura 2). Apesar de ser
encontrada no Rio de Janeiro, S0 Paulo e norte do Parana, é bastante comum da floresta
semidecidua do planalto paulista, com intensa regeneracéo espontanea em formacdes abertas
e capoeiras (Lorenzi, 2002). Essa planta é considerada uma importante daninha para as areas
de pastagem do pais cuja ocorréncia vem se tornando critica nas regifes centro-oeste e
sudeste do pais (Lorenzi, 2002).

T. hystrix também pode ser nomeada como Peschiera australis (Mull. Arg.) Miers

(disponivel em <http://www.tropicos.org/Name/1802046?tab=acceptednames>), a qual é
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conhecida por diversos nomes populares como: burra-leiteira, leiteira, leiteira-dois-irmaos,
pau-de-leite, quina, esperta, jasmim, jasmim-pipoca, jasmim-catavento e sapirangui (Quinet &
Andreata, 2005). Estudos indicam que P. fuchsiaefolia (A. DC.) Miers, sinonimia boténica de
T. hystrix, pode ser utilizada em estudos farmacoldgicos, devido a sua atividade
antineoplasica (Santos et al., 2013).

A vista disso, apesar dos estudos intensos e do conhecimento de diversas lectinas de
plantas, grande parte da flora brasileira dos mais diferentes biomas continua inexplorada em
relacdo a essa e muitas outras moléculas que poderiam ser utilizadas como possiveis
mediadores de respostas celulares diversas. Tendo em vista a diversidade de atividades e
processos celulares nos quais as lectinas de plantas estdo envolvidas e em razdo do enorme
potencial farmacoldgico e medicinal das plantas da familia Apocynaceae, particularmente de
T. hystrix, torna-se de grande interesse o rastreamento de lectinas dessas plantas ainda
inexploradas. Isso porque, além de auxiliar no entendimento dos mecanismos e moléculas
envolvidas nos efeitos adversos que os compostos dos espécimes desse grupo possuem, a
identificacdo de proteinas com atividade lectinica pode abrir perspectivas na identificacdo e
analise de variantes de glicanas raras ou conhecidas ainda pouco exploradas neste grupo.
Dessa forma, motivamo-nos a identificar, caracterizar bioguimicamente e avaliar o possivel
potencial imunoestimulador de uma hemaglutinina de T. hystrix que demonstrou aglutinar
eritrécitos dos trés tipos sanguineos humano (A, B e O), além de estimular a producédo de
mensagens para as citocinas TGF-f e IL-6 em células do sistema imunologico de

camundongos.

Figura 2: llustragio de Tabernaemontana hystrix Steud. (A) Arvore e (B) Inflorescéncia de T. hystrix.
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2 OBJETIVOS

Identificar, caracterizar bioquimicamente e avaliar o possivel potencial

imunoestimulador de uma hemaglutinina presente no extrato bruto de T. hystrix.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Preparo de extratos de T. hystrix

Raspas de suber e caule de T. hystrix foram lavados, trituradas até a obtencdo da
farinha, e ressupensas na proporcéo de 1:10 (m/v) em solucéo salina isotonica [NaCl a 0,85%
(m/v)] em agua ultrapura (Sistema Direct-Q 3 UV, Merck Millipore, Billerica, EUA)
contendo &cido acético a 0,1% (v/v). Folhas de T. hystrix foram lavadas, trituradas e
ressupensas em solucdo salina acidificada (descrita acima). Ap6s 16 horas de incubacdo a
4°C, o material foi filtrado em papel filtro qualitativo (J. Prolab, S&o José dos Pinhais, Brasil)
e centrifugado a 2.500 x g, durante uma hora, a 4°C, sendo posteriormente filtrado em
membrana Durapore (HVLP04700 de 0,45um, Merck Millipore).

3.2 Determinacdo de atividade hemaglutinante

3.2.1 Eritrocitos

Eritrocitos humanos dos tipos A, B e O foram obtidos de amostras sanguineas de
voluntérios sadios do laboratdrio de Imunologia da FFCLRP-USP, cuja coleta foi feita com
seringas contendo heparina sddica (Hemofol, Cristalia, Itapira, SP) na concentracdo de
20U/mL de sangue. Os eritrocitos foram lavados trés vezes, por centrifugacdo, com solucéo
salina isotonica tamponada com fosfato de sédio a 10mM, pH 7,2 (PBS) e ressuspensos na

concentracéo final de 2%.

3.2.2 Hemaglutinacgdo

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados em microplacas de
poliestireno de 96 pocos de fundo em “U” (BD, Franklin Lakes, EUA), incubando-se 50uL de
amostra teste com 25uL de suspensdo de eritrocitos humano a 2%, sendo a leitura realizada
apo6s 1 hora de incubacgdo, a temperatura ambiente. Para a determinacdo da concentragcdo
hemaglutinante minima, a amostra foi submetida as diluicdes duplo-seriadas em PBS e as
reacOes inspecionadas visualmente para a avaliacdo da presenca de atividade hemaglutinante.
Controle negativo foi constituido de 50uL de PBS e 25uL de suspensdo eritrécitos humanos.

A diluicdo anterior & concentracdo hemaglutinante minima foi usada nos ensaios de inibi¢do



Material e Métodos | 31

de hemaglutinacdo. Para tanto, 25uL de amostra obtida de T. hystrix foram incubados com
25uL de solucdo de possiveis inibidores de hemaglutinacdo, em dilui¢cbes duplo-seriadas.
Foram testados alguns epimeros de monossacarideos comuns como D-galactose, D-manose e
D-glicose, na concentracdo inicial de 0,4M, e as glicoproteinas fetuina e assialofetuina
(Img/mL). As amostras foram adicionados 25uL de suspenséo de eritrocitos humanos a 2%
em PBS.

3.3 Purificacdo da hemaglutinina de T. hystrix

Para isolamento da hemaglutinina presente no extrato bruto de T. histryx foram usados
0s seguintes métodos: precipitacdo com solucdo saturada de sulfato de amonio e/ou

cromatografia liquida.

3.3.1 Precipita¢io com sulfato de amonio

Ao extrato do suber de T. hystrix foi adicionado sulfato de aménio (Labsynth,
Diadema, Brasil) lentamente para uma concentracdo final de 30%, sendo a massa determinada
com o programa da Encor Biotechnology (disponivel em <http://www.encorbio.com/
protocols/AM-SO4.htm>). O processo foi realizado a temperatura ambiente, sob agitacdo
constante. Ap0s agitacdo por 4 horas, o material foi centrifugado por 20 minutos, a 12.000 x
g, a 4°C, permitindo a separacdo do sobrenadante e do precipitado. O precipitado ressuspenso
em agua ultrapura (Merck Millipore), na razdo de 1:5, com posterior dessalinizacdo em
cartuchos empacotados com octadecil silano (Sep-Pak C18, Waters Co., Milford, EUA) e
estocagem a 4°C. O sobrenadante foi submetido a precipitacdo sequencial com sulfato de

amonio na concentracao final de 60 e 90%, conforme descrito acima para precipitacdo a 30%.

3.3.2 Cromatografia liquida

Dentre os procedimentos de cromatografia liquida, foram usados métodos
convencionais, realizados manualmente e com fluxo dependente da acdo da gravidade ou do
uso de seringa, e automatizados, em um equipamento Akta Purifier (GE Healthcare, Uppsala,

Suécia). Todas as cromatografias foram realizadas a temperatura ambiente.
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3.3.2.1 Cromatografia convencional

a) Dessalinizacdo em cartuchos Sep-Pak C18

As dessalinizacbes de amostras obtidas ao longo dos processos de isolamento da
aglutinina presente no extrato bruto do suber de T. hystrix foram feitas em cartuchos Sep-Pak
C18 (Waters Co.). Ap0s a reciclagem da coluna com acetonitrila absoluta, essa foi equilibrada
com 3mL de &cido trifluoracético (TFA) a 0,1% (v/v) em &gua ultrapura (Merck Millipore). A
amostra foi adicionado TFA para uma concentracdo final de 0,1%. ApOs aplicacdo da
amostra, retirou-se o material ndo adsorvido & coluna com 3,5mL de TFA a 0,1%, com
subsequente lavagem com 4mL de &gua ultrapura (Merck Millipore). O material adsorvido a
coluna foi eluido com 2mL de metanol absoluto e seco em uma centrifuga a vacuo Hetovac
VR-1 (Heto Lab Equipment, Birkergd, Dinamarca). Todos os procedimentos foram realizados

manualmente com o auxilio de uma seringa.

b) Cromatografia em coluna de quitina

Quitina (Sigma Chemical Co.) foi empacotada em uma coluna PD-10 vazia (Empty
Disposible PD10 column, GE Healthcare), lavada com 3 ciclos de passagem alternada do
tampdo Tris-HCI 0,1M, pH 8,5, e acetato de sédio 0,1M, pH 3,5. Em cada ciclo foram usados
10 volumes de coluna de cada tampdo. Apo6s o equilibrio da resina com solugdo salina
isotOnica, esta foi ressuspensa na propor¢do de 2 volumes de coluna em tampéo de equilibrio
e incubada com 100mL da amostra do extrato bruto do suber de T. hystrix, a temperatura
ambiente, sob agitacdo. Ap6s uma hora de incubacdo, resina e amostra foram vertidas na
mesma coluna descrita acima. Para retirada do material ndo adsorvido, a coluna foi lavada
com 25mL de solucdo salina isotbnica, sendo o material adsorvido eluido com 10mL de
tampdo de equilibrio acrescido de glicose a 0,4M. A coluna foi lavada novamente com
tampdo de equilibrio, sendo o restante do material adsorvido eluido com 10mL de &cido
acético a 0,1M em agua. O material eluido foi coletado em tubos conicos de polipropileno
(17x120mm) estéreis (BD Bioscience) em fracdes com volumes finais de 2mL, sendo
posteriormente agrupadas, dialisadas contra agua em membranas com cut-off de 10kDa
(Amicon Ultra-4, Merck Millipore) e submetidas a secagem em uma centrifuga a vacuo
Hetovac VR-1 (Heto Lab Equipment).
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3.3.2.2 Cromatografia automatizada

Nas cromatografias de baixa pressdo, foram utilizadas as colunas de troca catidnica
HiTrap SP FF, interacdo hidrofébica HiTrap Octyl FF ou afinidade HiTrap Blue HP, todas da
GE Healthcare, contendo 1mL de volume leito. As colunas foram lavadas com 10 volumes de
coluna de &gua ultrapura (Merck Millipore) para retirada do tampéo de armazenagem e, em
sequida, lavadas com tampéo de equilibrio (solucdo A, Tabela 4) com o mesmo volume
descrito acima. Apds a aplicacdo das amostras, num volume que variou de 1 a 5mL, os
materiais ndo adsorvidos foram retirados com 10 volumes de coluna da solucdo A (Tabela 4).
Os materiais adsorvidos as colunas HiTrap SP FF e HiTrap Blue HP foram eluidos com um
gradiente de forca i6nica crescente — de 0 (solucdo A) a 1M de NaCl (solucdo B). Ja eluicdo
na coluna HiTrap Octyl FF foi feita com gradiente decrescente, variando de 1,7 M de sulfato

de amonio (solucdo A) até ndo haver mais sal (solugéo B).

Tabela 4. Colunas e tamp@es para cromatografia de baixa pressdo em sistema AKTA Purifier.

Colunas Tampéo A Tampéo B

HiTrap SP FF Acetato de sédio a 20mM, pH 4,0  Tampéo A contendo 1M de NaCl
HiTrap Octyl FF Sulfato de aménio a 1,7M, pH 5,2  Agua

HiTrap Blue HP Tris-HCI a 20mM, pH 7,2 Tampéo A contendo 1M de NaCl

Nas cromatografias de alta eficiéncia, as amostras do extrato bruto do suber de T.
hystrix foram aplicadas a coluna EC Nucleosil C18 (Macherey Nagel GmbH & Co, Dueren,
Alemanha). A coluna foi regenerada previamente com 10mL de acetonitrila pura e equilibrada
com 10mL de TFA a 0,1% em &gua ultrapura contendo 5% de acetonitrila. A amostra foi
adicionado TFA para uma concentragdo final de 0,1%. O material ndo adsorvido & coluna foi
retirado com 50mL de tampdo de equilibrio e o material adsorvido eluido com gradiente de 5
a 85% de acetonitrila.

Todas as cromatografias automatizadas foram realizadas com um fluxo de 1mL.min
e monitoradas por absorbancia a 280nm. Foram coletados os picos com densidade Optica
(DO) maior que 0,01 unidade de absorbancia (AU).

Quando necessario, as amostras obtidas dos processos cromatograficos foram

dessalinizadas em coluna Sep-Pak C18. Nesse caso e no das fracdes obtidas da fase reversa,
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as amostras coletadas, foram secas em uma centrifuga a vacuo Hetovac VR-1 (Heto Lab
Equipment) e ressuspensas em &gua ultrapura.

Para analise dos materiais obtidos nos procedimentos de isolamento da hemaglutina,
foram feitas a dosagem da concentracdo proteica (método de Bradford), determinacdo de
atividade hemaglutinante e em eletroforese em gel de poliacrilamida sob condic¢oes
dissociantes (SDS-PAGE).

3.4 Anélise eletroforética

As andlises eletroforéticas foram realizadas em gel de poliacrilamida a 15% sob
condigOes dissociantes (SDS-PAGE) em sistema Mini Protean Tetra (Bio-Rad, Hercules,
EUA) (LAEMMLI, 1970). As amostras foram ressuspensas em tampédo de amostra 5 vezes
concentrado (Tris-HCI a 0,25M, pH 6,8, contendo azul de bromofenol a 0,05%%, glicerol a
50%, SDS a 10% e 2-B-mercaptoetanol a 5%), incubadas em agua fervente (banho-maria) por
5 minutos, e aplicadas no gel. As corridas eletroforéticas tiveram duragdo de 1 hora, a 200V,
sendo os géis corados pelo método da prata (BLUM et al., 1987) ou com azul de Coomassie
(Coomassie Brilliant Blue G-250, Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA). Como padrdo de
migracdo das proteinas foram usados proteinas e peptideos com massas moleculares
conhecidas (MM), sendo eles provenientes do LMW-Marker kit [fosforilase b (97kDa),
albumina sérica bovina (66kDa), albumina de ovo de galinha (45kDa), anidrase carbénica
(30kDa), inibidor de tripsina (20,1kDa), a-lactoalbumina (14,4kDa), GE Healthcare] e
Natural Polypeptide SDS-PAGE Standards [isomerase triosefosfato (26,6kDa), mioglobina
(16,9kDa), a-lactoalbumina (14,4kDa), aprotinina (6,5kDa), cadeia beta oxidada da insulina
(3,4kDa) e bacitracina (1,4kDa), Bio-Rad].

3.5 Quantificacéo proteica

As concentragdes proteicas das amostras foram determinadas pelo método de Bradford
(1976), utilizando-se o reagente Quick Start™ Bradford 1x Dye Reagent (Bio-Rad) e
albumina sérica bovina (BSA) a 2mg/mL (Quick Start Bovine Serum Albumin Standard; Bio-

Rad), conforme instrucdes do fabricante.
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3.6 Andlise de complexos multiproteicos

A presenca de complexos multiproteicos em extratos de T. hystrix foi determinada por
uma eletroforese bidimensional, sendo a primeira dimensdo uma eletroforese em gel de
poliacrilamida em condicdo ndo desnaturante (nativa) usando a incorporagdo de azul de
dextrana (Blue Native Polyacrylamide Gel Electrophoresis — BN-PAGE), conforme a
descricdo de SWAMY et al., 2006, com algumas modificacGes, e a segunda dimensdo uma
SDS-PAGE. Para a primeira dimensao, amostras contendo a aglutinina de T. hystrix foram
ressupensas em tampdo de amostra sem SDS e submetidas a BN-PAGE a 10%. A corrida foi
realizada com tampdo Tris-HCI a 25mM, pH 8,3, que continha glicina a 192mM. Ao tampao
do catodo da cuba foi adicionado 0,02% de Coomassie Blue G-250 (Sigma Chemical Co.). A
eletroforese foi realizada em Sistema Mini Protean Tetra (Bio-Rad). Para a segunda
dimensdo, ap0ds a corrida da amostra em BN-PAGE, a raia contendo a amostra separada foi
recortada, incubada em tamp&o de amostra (contendo SDS) por 10 minutos, incubadas em
agua fervente (banho maria) por 20 segundos e submetida a SDS-PAGE a 10%. Inicialmente,
as corridas foram realizadas a 100V até a entrada das amostras nos géis, sendo
posteriormente, aumentada a voltagem para 150V, durante 1 hora. Os géis foram descorados

com solugdo de 4cido acético a 10% em agua ultrapura (Merck Millipore).

3.7 Ensaio de atividade antifingica

O ensaio de atividade antifangica foi realizado por meio da técnica de difusdo no agar
(adaptado de Schlumbaum et al., 1986). Micélios do fungo dermatofito Trichophyton rubrum
foram espalhados, de maneira homogénea, em meio s6lido Saboraud, sendo posteriormente
adicionada, em pocos de 2mm a 5mm de diametro, concentracfes de 5 a 75ug da aglutinina
do suber de T. hystrix purificada em coluna de quitina. A cultura foi incubada por 7 dias, a
28°C, e a atividade antifungica determinada pela presenca de halo sem crescimento fungico

em volta dos pog¢os contendo as amostras testadas.

3.8 Identificacdo da aglutinina de T. hystrix

As bandas de aproximadamente 3kDa, coradas com azul de Coomassie (figura 15 —

raia 5 e figura 17 — raia 3) foram recortadas e submetidas a identificacdo por espectrometria
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de massa (Electrospray lonization lon Trap Mass Spectrometry), em Fingerprints Proteomics
Facility, Universidade de Dundee, Escdcia.

3.9 Animais

Foram utilizados camundongos isogénicos da linhagem C57BL/6, de 6 a 8 semanas de
idade, fornecidos pelo Biotério Central da Universidade de S&o Paulo (USP), Campus de
Ribeirdo Preto. Os animais foram mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica e
Imunologia da FMRP-USP, em microisoladores. A manutencdo e todos os procedimentos
realizados com os animais estavam de acordo com os preceitos éticos definidos pela
Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL) e aprovados pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Prefeitura do Campus Ribeirdo Preto da
USP, protocolo n°® 13.1.996.53.4.

3.10 Coleta e obtencao de células do baco

Para a realizacdo de experimentos in vitro, os animais foram mortos por deslocamento
cervical. Os bacos foram assepticamente coletados e colocados em placas de Petri estéreis de
22mm de diametro (Corining, Nova York, EUA) contendo 2mL de meio RPMI 1640 (Life
Technologies, Carlsbad, EUA). Com o auxilio de pincas estéreis, o baco foi divulsionado para
obtencdo de uma suspensao celular homogénea. Os eritrocitos foram lisados pela incubacéo
com 3mL de tampéo de lise Ack (NHsCl a 150mM, KHCO3z a 10mM e EDTA a 1mM, pH
7,3), durante 5 minutos, a 4°C e neutralizados com 10mL de PBS. As células foram
ressuspensas em 1mL de RPMI 1640 suplementado contendo 10% de soro fetal bovino (SBF)
(Invitrogen, Carlsbad, EUA), 100U/mL de penicilina/estreptomicina e 10ug/mL de
gentamicina (RPMI 1640 completo), sendo a concentracdo de células determinada por

contagem em cadmara de Neubauer.

3.11 Estimulacéo in vitro de células esplénicas com Tabhys

3.11.1 Ensaio de proliferagéo com células marcadas com CFSE

Células esplénicas de camundongos, na concentragdo de 10° células/mL, foram

ressuspensas em 110uL de PBS estéril livre de endotoxinas, e marcadas com CFSE em
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concentracdo final de 1,25uM. A solucéo foi incubada a temperatura ambiente por 5 minutos
e, entdo, as células foram adicionados 10mL de SBF, a aproximadamente 10% do volume
total, para interrupcdo do processo de marcacdo. As células foram lavadas duas vezes, por
centrifugacdo 300 x g com PBS estéril livre de endotoxinas, a 4°C, durante 10 minutos e
ressupensas em meio RPMI 1640 completo. Aproximadamente 10° células foram adicionadas
a cada poco de placas de 48 pocos, e incubadas a 37°C, em estufa com ar umidificado e
acrescido de 5% de CO.. As culturas foram feitas na auséncia de estimulos, em presenca de
diferentes concentra¢des da aglutinina de T. hystrix e em presenca dos mitdgenos de células B
(LPS a 25ug/mL) e T (ConA a 2ug/mL). Apos por 72 horas de incubacdo, as células foram
analisadas por citometria de fluxo, dentro da na populacdo de linfdcitos, determinada por
parametros de tamanho e granularidade (FSC x SSC). A proliferacdo foi avaliada pela
diminuicdo da fluorescéncia emitida pelo CFSE em células marcadas que sofreram
proliferagdo.

3.11.2 Citometria de fluxo

As populagdes de células esplénicas de camundongos foram caracterizadas em relagéo a
expressao de marcadores de superficie utilizando anticorpos monoclonais conjugados a
fluorocromos. Cerca de 10° células/mL foram distribuidas em tubos para citometria em volume
final de 100pL e incubadas durante 45 minutos, a 4°C, com anticorpo contra CD16/CD32
(receptores de Fc) de camundongo (Fc Block; BD Bioscience, Franklin Lakes, EUA). Ap6s o
bloqueio dos receptores de Fc, as células foram incubadas com os respectivos anticorpos
monoclonais de interesse (0,5 a 0,75ug de anticorpo/10°8 células), durante 30 minutos, a 4°C, no
escuro, sendo esses contra CD3, marcado com aloficocianina-cianina 7 (APC-Cy 7) e CD19,
marcado com aloficocianina (APC). Posteriormente, as células foram lavadas com 2mL de
tampdo FACS (PBS contendo SBF a 2%) por centrifugacéao, a 300 x g, a 4°C, durante 10 minutos,
para interrupgao do processo de marcacao, e ressuspensas em 200uL de PBS.

As preparacdes celulares foram adquiridas no citbmetro FACSCanto™ 11 (BD
Bioscience). Foram adquiridos de 10.000 a 100.000 eventos por tubo. As células foram
selecionadas pelo programa FACSDiva 6.1 (BD Bioscience) de acordo com parametros de
tamanho (FSC- Foward Scatter), granularidade (SSC-Side Scatter) e intensidade de
fluorescéncia de anticorpos. As andlises dos parametros descritos acima foram realizadas pelo

programa FlowJo verséo 8.7.
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3.11.3 Quantificacdo de mensagem de citocinas por reacdo em cadeia da polimerase em
tempo real dos transcritos reversos (QRT-PCR).

3.11.3.1 Obtencdo do RNA total de células do baco de camundongos

A extracdo do RNA total de células esplénicas de camundongos em cultura foi
realizada utilizando-se o reagente TRIzol (Life Technologies), segundo instrugdes do
fabricante. Essas células foram cultivadas conforme descrito no item 3.11.1. A cada 10°
células foi adicionado 1mL de TRIzol para lise e completa dissociacdo dos complexos de
nucleoproteinas. Os lisados foram transferidos para tubos de 1,5mL, sendo adicionados
200uL de cloroférmio para cada 1mL de suspensdo. Os tubos foram centrifugados a 12.000 x
g, por 15 minutos, a 4°C, e a fase aquosa transferida para outros tubos. A estes foram
adicionados 500uL de isopropanol, sendo a solu¢do mantida a -70 °C, por 16 horas. Apds esse
periodo, 0 RNA total foi precipitado por centrifugacdo a 12.000 x g, por 30 minutos, a 4°C,
lavado duas vezes com 1mL de etanol 75% gelado e ressuspenso em dgua DEPC (agua estéril
livre de nucleases pelo tratamento com dimetil pirocarbonato e autoclavagem). O RNA total
extraido foi quantificado no espectrofotdmetro NanoDrop (ThermoScientific, Wilmington,
EUA) e sua integridade avaliada em gel de agarose a 1,5%. A leitura foi realizada nos
comprimentos de onda de 260nm, 280nm e 230nm para obtencdo da concentracdo de
RNA/uL e anélise de possiveis contaminantes por fenol ou proteinas.

Posteriormente, 1ug do RNA foi submetido ao tratamento com 1 unidade da enzima
Amplification grade DNase | (1U/uL) (Life Technologies) na presenca de tampdao contendo Tris-
HCI a 20mM, pH 8,4, KCI a 50mM e MgCl, a 2mM para a remocdo de DNA contaminante. A
reacdo foi mantida por 15 minutos a temperatura ambiente, seguida da adi¢do de 1uL de EDTA a

25mM e incubada por mais 10 minutos, a 65°C para inativacéo da enzima.

3.11.3.2 Sintese de cDNA fita simples

Amostra de 1ug de RNA total, isolado como descrito acima, foi utilizada para a sintese de
cDNA fita simples com a enzima SuperScript Il (Life Technologies). Para cada 1ug de RNA total
foram adicionados 1uL do iniciador Oligo(dT)12-18 [500ug/mL] (Life Technologies), 1uL de
dNTP (desoxirribonucleotideos trifosfatados — 0,1M de dNTPSet, PCR Grade) e 17uL de agua
DEPC, sendo a reacédo incubada a 70°C, por 10 minutos. Em seguida, a reagdo foram adicionados
0s seguintes reagentes: 4L de tampéo da enzima contendo Tris-HCI a 250mM, pH 8,3, KCl a
375mM, MgCl, a 15mM (FirstStrand Buffer-Life Technologies) e 2uL de DTT a 0,1M. O



Material e Métodos | 39

material foi equilibrado a 42°C, por 2 minutos, e incubados com 1pL (200U) da transcriptase
reversa SuperScript Il, durante 60 minutos nesta mesma temperatura. A reacéo foi inativada pela
incubacdo da amostra a 70°C, por 15 minutos. A concentracdo de cDNA fita simples foi

determinada em espectrofotdmetro NanoDrop (Thermo Scientific).

3.11.3.3gRT-PCR

Foram utilizados 200ng de cDNA de fita simples (sintetizado conforme descrito no item
acima) como molde para amplificacéo dos alvos especificos. Cada reacdo foi realizada com 1L de
cada par de iniciadores a 10uM (Tabela 5), 1uL da amostra de cDNA, 12,5uL de SYBR Green PCR
Master Mix (Invitrogen) e 9,5uL de agua DEPC estéril. As reacBes foram incubadas no aparelho
CFX96 Touch™ Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad) e as analises realizadas pelo CFX
Manager™ Software (Bio-Rad). Os pardmetros utilizados foram: aquecimento a 95°C, por 3
minutos, desnaturacdo a 95°C, por 30 segundos, seguido de 40 ciclos de amplificacdo e ao final,
72°C, por 30 segundos. Cada ciclo consistiu de 30 segundos a 95°C para a desnaturacdo do DNA,
30 segundos em temperaturas que variaram de 56 a 58°C (Tabela 5) para anelamento dos
iniciadores e 30 segundos a 72°C para sintese do DNA (extensdo). Como controle de integridade
das amostras e normalizagdo dos dados, foi usada a amplifica¢io da B-actina, segundo a

metodologia desenvolvida por Livak e Schmittgen (2001).

Tabela 5. Moléculas, temperatura de anelamento e sequéncia dos iniciadores diretos e reversos utilizados nas
reacOes de gRT-PCR.

Iniciadores! Temperatura de Sequéncia
anelamento

F?. 5>-AGC TGC GTT TTAACC CCT TT-3’
R 5°-AAG CCATGC CAATGT TGT CT-3’

F:5°-TGT GCT CAG AGC TTT CAA CAA-3’

B-actina 58°C

- (o]
TNF-a 56°C R: 5’-CTT GAT GGT GGT GCA TGA GA-3’
IL-6 560C F:5’-CGG CAAACCTAG TGC GTT AT-3’
R: 5°-TCT GAC CAC AGT GAG GAATGT C-3°
IL-10 580C F:5’-TGG ACA ACATAC TGC TAA CCG-3’
R:5>-GGATCATTT CCG ATAAGG CT-3’
TGF-B 580C F: 5-GCT GAA CCA AGG AGA CGG AAT-3’
R: 5’-GCT GAT CCC GTT GAT TTC CA-3°
GATA-3 580C F: 5-AGG AGT CTC CAA GTG TGC GAA-3’

R:5°-TTG GAATGC AGA CAC CACCT-¥’

YIniciadores especificos para sequéncias dos genes das citocinas.
2Iniciadores diretos (forward ou sense).
3Iniciadores reversos (reverse ou anti-sense).
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3.12 Andlise estatistica

A determinacéo estatistica das diferencas entre médias dos grupos experimentais foi
feita por analise de variancia (ANOVA), seguida de teste de comparacdes mdltiplas de
Tukey-Kramer utilizando-se o programa GraphPad Prism 5.0. Diferengas com p < 0,05 foram
consideradas estatisticamente significativas. Todos os experimentos foram realizados ao

menos duas vezes.
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4 RESULTADOS

4.1 Extrato do suber, mas ndo da folha e do caule de T. hystrix, apresenta atividade

hemaglutinante

Estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa demonstraram que as preparacdes
do extrato bruto do suber e do latex de T. hystrix apresentavam atividade hemaglutinante. No
entanto, dado a formacéo de contaminantes particulados do latex e a sua baixa disponibilidade,
tornando dificil o seu manuseio e obtengdo, em um curto periodo de tempo, a opcéo pela preparagao
do stber do caule de T. hystrix tornou-se menos dispendiosa e mais acessivel, sendo este o material
escolhido para os estudos posteriores de caracterizacdo e identificacdo da possivel aglutinina de T.
hystrix. Na tentativa de identificar a localizacdo da aglutinina em outros tecidos da planta, foram
realizados ensaios de hemaglutinacdo com os extratos brutos do suber, caule (desprovido de suber) e
da folha de T. hystrix. Como demonstrado na figura 3, a atividade hemaglutinante foi observada
apenas no extrato de suber do caule, reforcando ainda mais a opcao pelo uso desse extrato nos

estudos posteriores de identificagdo da aglutinina de T. hystrix.
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Figura 3: Ensaio de hemaglutinacdo dos extratos brutos do suber, do caule e da folha de T. hystrix
realizado em microplacas de 96 pocos. Pogos 2 ao 7 - diluicBes seriadas (base 2) dos respectivos extratos em
ordem crescente (1:2 até 1:64). Pogo 1 - extratos brutos sem dilui¢des. No controle positivo foi adicionado ConA
a 2pg/mL e no controle negativo apenas solugdo salina isotdnica. A atividade hemaglutinante foi observada
apenas no extrato bruto do stber de T. hystrix até a diluicdo 1:8.

4.2 A aglutinina do suber de T. hystrix € inibida pela glicoproteina fetuina.

Na tentativa de investigar se a atividade aglutinante presente no extrato bruto de stber de
T. hystrix era proveniente de interacéo proteina-carboidrato, assim como analisar a especificidade

dessa aglutinina, em estudos prévios realizados pelo nosso grupo de pesquisa, foram feitos teste
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de inibicho da hemaglutinagdo. Os resultados obtidos demonstraram que a atividade
hemaglutinante de T. hystrix foi inibida pelas glicoproteinas fetuina e peroxidase, mas ndo por
diferentes tipos de carboidratos, como monossacarideos, dissacarideos e quelantes de cations
metalicos bivalentes. Para confirmacdo desses dados, foi feito um novo ensaio de inibicdo da
hemaglutinacdo com os monossacarideos D-glicose, D-galactose e D-manose nas concentragdes
iniciais de 400mM e com a glicoproteina fetuina em sua forma nativa e assialilada. Nenhuma
inibicdo foi observada com os monossacarideos descritos acima (Figura 4A), enguanto que a
fetuina (dados ndo demonstrados) e a asialofetuina foram capazes de inibir a hemaglutina¢do na
concentragdo de 1pg/mL (Figura 4B). Esses resultados, além de confirmaram os dados prévios
obtidos pelo nosso grupo de pesquisa, sugerem que a hemaglutinina de T. hystrix possui

especificidade por oligossacarideos, sendo essa especificidade, independente de &cido sialico.
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Figura 4: Ensaio de inibicdo da hemaglutinacdo do extrato bruto do suber de T. hystrix realizado em
microplacas de 96 pogos. Em cada poc¢o foram adicionados 25uL do extrato bruto de T. hystrix acrescido de
25uL de uma solucdo contendo um dos respectivos carboidratos, indicados nas fotos (A) nas concentragdes
iniciais de 400mM (pogo 1) e em diluigBes seriadas (base 2) de 1:2 a 1:32 (pocos de 2 a 6, respectivamente).
Pogo 7 e 8 — solugdo salina isotonica e 50pL do extrato bruto de T. hystrix sem a presenga de carboidratos,
respectivamente. (B) 50pL do extrato bruto de T. hystrix (11) em dilui¢Bes seriadas (base 2) de 1:2 a 1:4 (pogos
12 e 13, respectivamente) na presenca de asialofetuina a 1pg/mL. Pogo 9 - extrato bruto de T. hystrix sem a
presenca de asialofetuina. Pogo 10 — solugdo salina isotdnica. A inibicdo da hemaglutinagdo foi observada
apenas nos poc¢os de 11 ao 13.

4.3 O extrato bruto do stber de T. hystrix apresenta baixo contetdo proteico.

A presenca de atividade hemaglutinante no extrato bruto de T. hystrix nos levou a analisar o
conteido proteico deste material, assim como submeté-lo a anlise eletroforética (SDS-PAGE a
15%) para detecgéo da presenca de possiveis bandas proteicas proeminentes que pudessem nos dar
algum indicio da massa molecular da aglutinina presente neste extrato. Pela analise do contetido
proteico, por meio do método de Bradford, observamos que o extrato do suber de T. hystrix possuia
baixo conteudo proteico (aproximadamente 400ug de proteina/mL de amostra), sendo a
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concentragdo minima responsavel pela atividade hemaglutinante correspondente a apenas 12,5% do
total de proteinas presentes neste material, cerca de 50pg. No gel, observamos a presenca de
proteinas com massas moleculares (MM) de 20kDa e acima e/ou proximas de 30kDa e de dois

peptideos com MM aproximadamente de 3kDa e 7kDa (Figura 5).
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Figura 5: SDS-PAGE do extrato bruto de stber de T. hystrix. Raspas de stber do caule de T. hystrix foram
lavados e triturados até a obtencdo de farinha. Apds a ressuspensdo na proporcdo de 1:10 em &gua ultrapura
(Merck Millipore) contendo cloreto de sddio 0,85% (m/v) e acido acético a 0,1% (v/v), este material foi
decantado, por uma noite, a 4°C, centrifugado e filtrado. O material filtrado foi analisado por SDS-PAGE a 15%
(raia 2). O gel foi corado com azul de Coomassie. As migracOes eletroforéticas de proteinas com massas
moleculares conhecidas (raias 1 e 3) estdo indicadas na figura (expressa em kDa). As setas indicam dois
peptideos com massas moleculares de aproximadamente 3kDa e 7kDa.

4.4 O extrato bruto de T. hystrix apresenta proteinas de baixa e alta massas moleculares

com possivel atividade hemaglutinante.

Ap0s a deteccdo de atividade hemaglutinante no extrato bruto do suber de T. hystrix,
assim como a andlise do seu contedo proteico, iniciamos o isolamento da aglutinina de T.
hystrix. A fim de aumentarmos a concentra¢do do total de proteinas presentes no extrato,
iniciamos pelo fracionamento deste material por precipitagdo com sulfato de amonio a 30% e
nas faixas de 30 a 60% e 60 a 90% de saturacdo. Quando os precipitados ressuspensos em
agua e dessalinizados foram submetidos a hemaglutinacdo, observou-se que a atividade
hemaglutinante fora recuperada nos materiais precipitados com sulfato de aménio nas faixas
de 30 a 60% e 60 a 90% de saturagdo — até 1:16 e 1:2, respectivamente (Figura 6). SDS-
PAGE a 15% revelou a presenga de um peptideo de migracdo eletroforética de

aproximadamente 3kDa e de uma proteina com alta massa molecular (acima de 97kDa) na
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fracdo precipitada com sulfato de amonio na faixa de 30 a 60% de saturagéo (Figura 7). Visto
que este material possuia maior atividade hemaglutinante (até 1:16), quando comparado com
aquele precipitado com sulfato de amoénio na faixa de 60 a 90% de saturacdo (até 1:2),

resolvemos utiliza-lo nas préximas etapas de purificacfes da aglutinina de T. hystrix.

Figura 6: Hemaglutinina de T. hystrix € recuperada, principalmente, da amostra obtida por precipitacio
do extrato bruto com sulfato de aménio na faixa de 30 a 60%. Amostras obtidas por precipitagdo do extrato
bruto de stber de T. hystrix com sulfato de amdnio a 30% (A) e nas faixas de 30 a 60% (B) e 60 a 90% (C) de
saturacdo foram submetidas ao ensaio de hemaglutina¢do. Pogos 1 ao 7 - Dilui¢Bes seriadas de base 2 (1:2 a
1:128, respectivamente) de cada precipitado. (+) Controle positivo — 2pug/mL de ConA. (=) Controle negativo —
solugdo salina isotbnica. A atividade hemaglutinante foi observada nas amostras precipitadas com sulfato de
amonio na faixa de 30 a 60% (B) e 60 a 90% (C) de saturagdo, até 1:16 e 1:2, respectivamente.
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Figura 7: Amostra do extrato bruto de T. hystrix precipitado com sulfato de aménio na faixa de 30 a 60%
apresenta proteinas de baixa e alta massas moleculares. O extrato bruto de stber de T. hystrix foi submetido
ao fracionamento com sulfato de amoénio a 30% (raia 2) e nas faixas de 30 a 60% (raia 3) e 60 a 90% (raia 4) de
saturacdo. A cada etapa de fracionamento, sobrenadante e precipitado foram separados por centrifugacdo. Os
precipitados foram analisados em SDS-PAGE a 15%. Raia 1 e 5: migracdes eletroforéticas de proteinas com
massas moleculares conhecidas expressas em kDa. O gel foi corado com azul de Coomassie. As setas indicam as
migrac0es eletroforéticas de um peptideo de aproximadamente 3kDa e uma proteina que praticamente ndo entrou
no gel.
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4.5 Extrato bruto de suber de T. hystrix apresenta peptideos de aproximadamente 3kDa
e 7kDa com possivel atividade hemaglutinante.

Submeteu-se 1mL da fracdo precipitada do extrato bruto de T. hystrix com sulfato
de amodnio na faixa de 30 a 60% de saturacdo a cromatografia de interacdo hidrofébica em
coluna HiTrap Octyl FF (GE Healthcare). Durante a eluicdo do material com gradiente
decrescente de 100% a 0% de sulfato de aménio, obtivemos 2 picos de absorbancia a
280nm sem nenhuma atividade hemaglutinante (dados ndo mostrados). De fato, a
atividade foi recuperada na amostra ndo adsorvida a coluna, até a dilui¢do de 1:4 (Figura
8). Com o intuito de investigarmos as caracteristicas eletroforéticas desse material, as
fracBes ndo adsorvidas e adsorvidas a coluna HiTrap Octyl FF (pico 1 e pico 2) foram
submetidas a SDS-PAGE a 15% (Figura 9). Observamos que a fracdo ndo adsorvida a
resina Sepharose Octyl possuia uma banda de baixa massa molecular (aproximadamente
3kDa) e uma banda de alta massa molecular (acima de 97kDa) (Figura 9). E importante
ressaltar que a banda de alta massa molecular também estava presente na fracdo adsorvida
a coluna HiTrap Octyl FF (pico 1), a qual ndo apresentou atividade hemaglutinante. Os
resultados da eletroferese sugerem que a aglutinina de T. hystrix poderia corresponder ao

peptideo de aproximadamente 3kDa.
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Figura 8: Ensaio de hemaglutinacéo das frages adsorvidas e ndo adsorvidas a coluna HiTrap Octyl FF. O
precipitado do extrato bruto de stber de T. hystrix, apds o fracionamento com sulfato de amonio na faixa de 30 a
60% de saturacdo, foi submetido a cromatografia de interacdo hidrofébica em coluna HiTrap Octyl FF. As
fracbes ndo adsorvidas e adsorvidas a coluna foram testadas em ensaio de hemaglutinacdo realizado em
microplacas de 96 pocos. FLT (flowthrough): fracdo ndo adsorvida a coluna. P1 e P2: fragdes adsorvidas a
coluna referentes ao pico 1 e pico2 obtidos no cromatograma a 280nm, respectivamente. Pogos 1 a 5: dilui¢ces
seriadas (base 2) de cada amostra (1:2 a 1:32, respectivamente). (+) Controle positivo — 2ug/mL de ConA. (-)
Controle negativo — solucdo salina isotdnica. A atividade hemaglutinante foi observada na fragdo ndo adsorvida
a coluna (FLT) até 1:4.
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Figura 9: Analise eletroforética do material obtido do processo de isolamento de aglutina do extrato de
stber de T. hystrix por cromatografia de interacao hidrofébica. O extrato bruto de T. hystrix foi precipitado
com sulfato de aménio na faixa de 30 a 60% de saturacdo e submetido a cromatografia em coluna HiTrap Octyl
FF. As fragdes adsorvidas e ndo adsorvidas a coluna foram analisadas em SDS-PAGE a 15%. Raia 2: fragdo ndo
adsorvida a coluna (FLT- flowthrough). Raias 3 e 4: fracfes adsorvidas a coluna referentes ao pico 1 e pico 2,
respectivamente, em cromatografo AKTA Purifier. Raias 1 e 5: migracOes eletroforéticas de peptideos e
proteinas de massas moleculares conhecidas expressas na figura em kDa. O gel foi corado com azul de
Coomassie. As setas indicam uma proteina de massa molecular acima de 97kDa e um peptideo de
aproximadamente 3kDa.

Diante dos resultados expostos, na tentativa de isolarmos este peptideo de outras
proteinas presentes no extrato bruto de T. hystrix e identificarmos a aglutinina responsavel
pela atividade hemaglutinante, prosseguimos com a purificacdo da aglutinina de T. hystrix. No
entanto antes do inicio das préximas etapas de purificacdes, foi feita a dessalinizacdo da
fracdo ndo adsorvida a resina Sepharose Octyl (flowthrough), aquela que apresentou atividade
hemaglutinante, em cartuchos Sep-Pak C18, uma vez que este material possuia grande
guantidade sulfato de aménio. Quando esse material (4,5mL) foi submetido a cromatografia
de troca cationica em coluna HiTrap SP FF (GE Healthcare), obtive-se a elui¢do de 2 picos de
absorbancia a 280nm (Figura 10). Ao avaliar a atividade hemaglutinante dos materiais
adsorvidos e ndo adsorvidos a coluna, observamos que a aglutinina estava presente na fracao
adsorvida a resina, a qual foi eluida com 1M de NaCl (Figura 11).
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Figura 10: Cromatografia de troca catidnica em coluna HiTrap SP do material obtido pela precipitacdo com
sulfato de amoénio na faixa de 30 a 60% e que nao foi adsorvido a coluna de HiTrap Octyl. A coluna HiTrap SP
FF foi equilibrada com tampédo acetato de sodio a 20mM, pH 4,0, e carregada com 4,5mL de amostra em tampéo
acetato de sodio a 20mM, pH 4,0. O material ndo adsorvido a coluna foi lavado com tampéo de equilibrio (1) enquanto
que o material adsorvido a coluna foi eluido com um gradiente de 0 a 1M de NaCl (linha tracejada) (2 e 3 — pico 2 e
pico 3 eluidos com NaCl a 0,5M e 1M, respectivamente). A cromatografia foi realizada a temperatura ambiente, sob

fluxo de ImL/min, com monitoramento pela absorbancia a 280nm (linha continua).

Figura 11: Ensaio de hemaglutinagdo da amostra purificada por cromatografia de troca catidnica.
Hemaglutinina de T. hystrix foi purificado por cromatografia de troca catiénica em coluna HiTrap SP FF. As fracGes
adsorvidas e ndo adsorvidas a coluna foram testadas em ensaio de hemaglutinacdo. Pocos de 1 a 5: diluigBes seriadas
(base 2), de 1:2 a 1:32 respectivamente, da fracdo adsorvida a resina SP referente ao pico 3 obtido por absorbancia a
280nm em cromatdgrafo AKTA Purifier. (+) Controle positivo — 2ug/mL de ConA. () Controle negativo — solugio
salina isotbnica. A atividade hemaglutinante foi observada na diluicdo de 1:2 (pogo 1).

Com o propésito de identificarmos a aglutinina de T. hystrix, de mesmo modo
avaliarmos a eficiéncia e o rendimento da purificagdo em coluna HiTrap SP FF, a amostra
purificada foi analisada em SDS-PAGE a 15%. Surpreendentemente, no gel, notamos a
presenca de dois peptideos de pesos moleculares de aproximadamente 3kDa e 7kDa na fracéo

gue apresentou atividade hemaglutinante (Figura 12). Importante ressaltar que esses peptideos
de massas moleculares parecidas foram observados no extrato bruto de suber de T. hystrix
durante a analise em eletroforese (SDS-PAGE a 15%). Desta maneira, diante dos resultados

expostos, sugerimos que um desses peptideos seria a aglutinina de T. hystrix.
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Figura 12: Peptideos de aproximadamente 3 e 7kDa isolados por cromatografia de troca catidnica como
possivel hemaglutinina. O extrato bruto de stber de T. hystrix, apds ser precipitado com sulfato de aménio e
submetido a cromatografia de interacdo hidrofobica, foi purificado por cromatografia de troca catibnica em coluna
HiTrap SP FF. As fracBes adsorvidas e ndo adsorvidas a coluna foram analisadas em SDS-PAGE a 15%. Raia 2:
Fracdo ndo adsorvida a coluna. Raia 3 e 4: FragBes adsorvidas a coluna referentes ao pico 2 e pico 3, respectivamente.
Raia 1: migraces eletroforéticas de proteinas de massas moleculares conhecidas expressas em kDa. As setas indicam
dois peptideos de aproximadamente 3kDa e 7kDa com possiveis atividade hemaglutinante.

4.6 Peptideo de aproximadamente 3kDa presente no extrato bruto de suber de T. hystrix

como uma provavel hemaglutinina.

Para confirmarmos a hip6tese de que um dos peptideos de aproximadamente 3 e 7kDa
seria 0 responsavel pela aglutinacao de eritrocitos do extrato de T. hystrix, submetemos 0,5mL
da fracdo com atividade hemaglutinante, adsorvida a coluna HiTrap SP FF e eluida com
gradiente de NaCl (pico 3 da figura 10), a cromatografia de fase reversa em coluna EC
Nucleosil C18. Os picos obtidos por absorbancia a 280nm foram eluidos com gradiente de 5%
a 85% de acetonitrila (Figura 13) e agrupados em 5 pools. Cada um desses pools foi testado
em ensaio de hemaglutinacdo (Figura 14) e analisado em eletroforese SDS-PAGE (Figura 15).
De maneira interessante, a fracdo que possuia atividade hemaglutinante foi eluida a 83% de
acetonitrila (pico no pool 5), que curiosamente apresentou um peptideo de aproximadamente
3kDa (indicado pela seta na figura 13). Dessa forma, como néo foi observado a presenca de
outras proteinas juntamente com este peptideo de 3kDa, concluimos que ele seria o
responsavel pela aglutinacao de eritrocitos no extrato bruto de suber de T. hystrix.
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Figura 13: Cromatografia de fase reversa em coluna EC Nucleosil da amostra com atividade
hemaglutinante obtida de processos de precipitacdo e cromatografias do extrato bruto de stber de T.
hystrix. A coluna EC Nucleosil C18 foi regenerada com acetonitrila absoluta e equilibrada com TFA a 0,1%
contendo acetonitrila a 5%. ApGs a aplicacdo da amostra, a coluna foi lavada com tamp&o de equilibrio e o
material eluido em um gradiente de 5 a 85% de acetonitrila. Pico 1: eluicdo com acetonitrila a 47,8%; Pico 2:
eluicdo com acetonitrila a 61,40%. Pico 3: eluicAo com acetonitrila a 71,43%. Pico 4: eluicdo com acetonitrila a
77,8% e Pico 5: eluicdo com acetonitrila a 83%. A cromatografia foi realizada a temperatura ambiente, sob fluxo
de 1mL/min, com monitoramento pela absorbéncia a 280nm (linha continua). A seta indica o pico em que 0
peptideo de aproximadamente 3kDa foi eluido.

diluicoes

Figura 14: Ensaio de hemaglutinacdo da amostra purificada por cromatografia de fase reversa. Amostra
com atividade hemaglutinante obtida do extrato bruto do stber de T. hystrix foi purificado por cromatografia em
fase reversa em coluna EC Nucleosil C18. As fra¢fes adsorvidas a coluna, apds serem dessalinizadas em
cartuchos Sep Pak C18, foram testadas em ensaio de hemaglutinagdo. Os pocos de (1) a (5) representam os pools
dos picos de 1 a 5, respectivamente, obtidos a 280nm em cromatografo AKTA Purifier. Foram feitas diluicdes
seriadas (base 2) de cada pool até 1:4. (+) Controle positivo — 2ug/mL de ConA. (=) Controle negativo — solucéo
salina isotonica. A atividade hemaglutinante foi observada no pogo (5) (pool 5) até a diluigdo de 1:2.
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Figura 15: Amostra com atividade hemaglutinante obtida do extrato bruto de suber de T. hystrix
apresenta peptideo de aproximadamente 3kDa. Amostra contendo hemaglutinina, obtida do extrato bruto de
stber de T. hystrix por precipitagdo com sulfato de amonio na faixa de 30 a 60% de saturacéo, cromatografia de
interacdo hidrofébica e troca catidnica, foi submetida a cromatografia em fase reversa, conforme mostrado na
figura 13. Os cinco pools das fragdes adsorvidas & coluna e eluidas com um gradiente de 5 a 85% de acetonitrila
foram submetidas a troca de tamp&o em cartuchos Sep-Pak C18 e analisado em SDS-PAGE a 15%. Raias 1 ao 5
refere-se aos pools 1 ao 5, respectivamente. A cabeca de seta indica um peptideo, de aproximadamente 3kDa,
eluido com 83% de acetonitrila e com atividade hemaglutinante. O gel foi corado com azul de Coomassie. Raia
6: migracoes eletroforéticas de proteinas de massas moleculares conhecidas expressas em kDa.

Com o propésito de excluirmos qualquer duvida quanto a propriedade de aglutinacdo
do peptideo, optamos por realizar um método adicional de purificacdo. Das colunas testadas,
obtivemos bons resultados com a cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Blue HP (GE
Healthcare) (Figura 16). As analises em ensaio de hemaglutinacdo e em eletroforese das
fraces obtidas permitiu-nos observar que o material eluido com aproximadamente 0,5M de
NaCl apresentava a banda do peptideo de aproximadamente 3kDa (Figura 17) e possuia

atividade hemaglutinante (Figura 18).
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Figura 16: Peptideo é eluido com aproximadamente 0,5M de NaCl em cromatografia de afinidade com
resina de Blue-Sepharose (em sistema AKTA Purifier). Amostra da hemaglutinina, obtida do extrato bruto do
stber de T. hystrix por precipitagdo com sulfato de amonio na faixa de 30 a 60% de saturacdo, cromatografia de
interacdo hidrofdbica seguida de cromatografia de troca catibnica e em fase reversa, foi submetida a
cromatografia de afinidade em coluna HiTrap Blue HP. A coluna foi equilibrada com tampé&o Tris-HCI a 20mM,
pH=7,2, e lavada com 0 mesmo tampdao para retirada do material ndo adsorvido (1). O material adsorvido a
coluna foi eluido com gradiente de 0 a 1M NaCl em tampao de equilibrio (linha tracejada) (2 — NaCl a 0,3M, 3 —
NaCl a 0,5M, 4 — NaCl a 0,8M e 5 — NaCl a 1M). A cromatografia foi realizada a temperatura ambiente, sob
fluxo de ImL/min, com monitoramento pela absorbancia a 280nm (linha continua). Os picos com absorbancia a
280nm foram coletados e dessalinizados em cartuchos Sep-Pak C18. A seta indica o pico em que o peptideo de
aproximadamente 3kDa foi eluido.
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Figura 17: SDS-PAGE das fracgfes eluidas da coluna HiTrap Blue HP. As amostras com atividade
hemaglutinante obtidas das purificagcdes do extrato bruto do suber de T. hystrix por precipitagdo com sulfato de
amonio na faixa de 30 a 60% de saturacdo, cromatografia de interagdo hidrofobica seguida de cromatografia de
troca catibnica e em fase reversa foram submetidas a mais uma etapa de purificacdo em coluna HiTrap HP. Os
materiais ndo adsorvidos (raia 1) e adsorvidos a coluna (raia 2 a 5) foram analisados em SDS-PAGE a 15%. Raia
2: amostra eluida com NaCl a 0,3M, raia 3: 0,5ug de proteina da amostra eluida com NaCl a 0,5M, raia 4:
amostra eluida com NaCl a 0,7M e raia 5: amostra eluida com NaCl a 1M. Raia 6: migracdes eletroforéticas de
proteinas com massas moleculares conhecidas expressas em kDa. O gel foi corado com azul de Coomassie. A
seta indica peptideo de aproximadamente 3kDa na fracdo eluida com 0,5M de NaCl, cuja atividade
hemaglutinante foi positiva (ver figura a seguir).
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Figura 18: Ensaio de hemaglutinacdo com as amostras obtidas da cromatografia de afinidade em
coluna HiTrap Blue HP (Figura 16). Fragdes eluidas da coluna HiTrap Blue HP foram submetidas a
ensaio de hemaglutinacdo em diluicdes seriadas (base 2) até 1:8. Foram testas as fragcdes eluidas com NaCl
a 0,3M (poco 1), 0,5M (poco 2), 0,7M (poco 3) e 1M (poco 4). Poco 5: Material ndo adsorvido a coluna.
(+) Controle positivo — 2pg/mL de ConA. (-) Controle negativo — solucdo salina isotdnica. A atividade
hemaglutinante foi observada no po¢o 2, na diluicdo de 1:2, amostra essa que continha o peptideo de
aproximadamente 3kDa (figura anterior).

Uma vez que conseguimos isolar a aglutinina de T. hystrix e que esta correspondia ao
peptideo de apenas 3kDa, antes de testarmos a sua capacidade minima de aglutinar eritrocitos,
avaliamos por eletroforese em condigdes nativa (BN-PAGE) se este era o responsavel pela
hemaglutinacdo e que ndo estavamos diante de uma subunidade ou dominio de alguma
proteina com massa molecular maior. Além disso, procuramos determinar se o peptideo
poderia formar agregados (Figura 19). Pela analise do peptideo em gel nativo, este ainda
permaneceu com a mesma massa molecular analisada em gel sob condicbes dissociantes
(SDS-PAGE), ou seja, de aproximadamente 3kDa. Esses resultados sugerem que este
peptideo ndo é uma subunidade ou dominio de alguma outra proteina de massa molecular

maior.
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Figura 19: Peptideo ndo forma complexos. O peptideo de aproximadamente 3kDa purificado do extrato bruto
de suber de T. hystrix foi submetido a eletroforese bidimensional, sendo corrida a 12 dimensdo em condicao
nativa e na 2% dimensdo um SDS-PAGE. As migracdes eletroforéticas de proteinas com massas moleculares
conhecidas estdo indicadas na figura em kDa. Ferritina (440kDa), Catalase (232 kDa), BSA (66kDa) e
Quimotripsinogénio (CMT) (25kDa). As proteinas foram coradas com azul de Coomassie. A seta indica a
migracao eletroforética do peptideo (aproximadamente 3kDa) submetido & eletroforese bidimensional.

A amostra contendo o peptideo foi testada quanto a sua capacidade minima de
aglutinar eritrocitos. Foi observada atividade hemaglutinante em solucéo contendo o peptideo
purificado na diluicdo de 1:2. Esse material ao ser quantificado pelo método de Bradford
demonstrou uma concentracdo proteica baixa de 75ug/mL. Com base nesses resultados foi
possivel calcular a concentracdo hemaglutinante minima deste peptideo que foi de
35,5ug/mL, assim como o rendimento ao longo dos processos de purificacGes que foi baixo
(Tabela 6). De mesmo modo, com base no célculo do rendimento ao longo das purificacbes da
aglutinina de T. hystrix, observamos diminui¢cdo no conteido proteico durante essas etapas e
consequente perda de atividade hemaglutinante (de 1:16 para 1:2). Vale ressaltar que esta
perda de atividade pode estar relacionada tanto a este baixo conteldo proteico, quanto a
desnaturacdo do peptideo ao longo dos processos de purificagdes devido a variacdes no pH e
temperatura, a presenca de solventes organicos e aos processos de dessalinizagdes e secagem

a vacuo do mesmo.
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Tabela 6: Etapas de purificagfes da aglutinina do extrato bruto do stber de T. hystrix.

Proteina total Atividade
Amostras .
(ng/ml) hemaglutinante!
Precipitacdo com (NH4),SO4
1.500 93,75
(concentracédo de 30 a 90%)
Interacdo hidrofdbica
. 900 225
HiTrap Octyl FF)
Troca catidnica
. 340 170
] (HiTrap SP)
Cromatografia
Fase reversa
] 220 110
(EC Nucleosil C18)
Afinidade
75 35

HiTrap Blue HP)

! Concentracdo minima de proteina (ug/mL) necessaria para induzir hemaglutinagéo.

4.7 Purificagdo em coluna de quitina

Diante dos resultados expostos, na tentativa de aumentar o rendimento na purificacéo
do peptideo de T. hystrix, e tendo em vista a existéncia de uma variedade de peptideos de
plantas similares a heveina, ligante de quitina, e com atividade antimicrobicida (Van den
Bergh et al., 2002; Odintsova et al., 2009; Porto et al., 2012), 100mL do extrato bruto do
suber de T. hystrix foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna de quitina. A fim de
investigarmos as caracteristicas eletroforéticas do material obtido, submetemos a fragdo
adsorvida a SDS-PAGE (Figura 20). De maneira interessante, no material eluido com acido
acetico a 0,1M foi observado o peptideo de aproximadamente 3kDa. No entanto, a presenca
de outras proteinas inviabilizava a conclusdo de que este peptideo possuia afinidade pela
quitina. Por esse motivo, a fragdo eluida foi passada por membrana com limite de excluséo
(cut-off) de 10kDa para separar o peptideo das outras proteinas. Quando as amostras foram
analisadas, observou-se que a atividade hemaglutinante foi recuperada na fracdo filtrada
(Figura 21), até a diluicdo de até 1:8, mas ndo no retentato (dados ndo mostrados). Desde que
o filtrado foi destituido das moléculas de maior massa molecular (Figura 22), ficou clara a
correlagdo entre a presenca do peptideo e da atividade hemaglutinante. Diante dessas
observacgdes e da capacidade deste peptideo em interagir com a quitina, com o proposito de
investigarmos as suas caracteristicas bioldgicas, foi feito um ensaio antifingico com o fungo

dermatofito Trichophyton rubrum, entretanto, ndo houve atividade antifungica.
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Figura 20: Analise em SDS-PAGE a 15% do extrato bruto do stber de T. hystrix purificado em coluna de
quitina. O extrato bruto do stber de T. hystrix (Raia 2) foi submetido a purificacdo em coluna de quitina. As
amostras ndo adsorvidas a coluna (Raia 3) foram lavadas com solucdo salina de NaCl a 0,85%. As amostras
adsorvidas a coluna foram eluidas com solugdo salina isotdnica acrescida de glicose a 0,4M (Raia 4) e com
solugdo de 4cido acético a 0,1M (Raia 5). Raia 1: migracdes eletroforéticas de proteinas com massas moleculares
conhecidas expressas em kDa. O gel foi corado com nitrato de prata. A seta indica o peptideo de massa
molecular de aproximadamente 3kDa.

Figura 21: Ensaio de hemaglutinacdo do peptideo de T. hystrix purificado em coluna de quitina. O extrato
bruto do suber de T. hystrix foi purificado em coluna de quitina e filtrado em membrana com cut-off de 10kDa. O
peptideo de aproximadamente 3kDa eluido com acido acético a 0,1M foi dessalinizado em cartucho Sep-Pak
C18 e testado em ensaio de hemaglutinacdo. Pocos de 1 a 6: diluigdes seriadas (base 2) de 1:2 a 1:64,
respectivamente, do peptideo purificado. (+) Controle positivo — 2ug/mL de ConA. (=) Controle negativo —
solucdo salina isotdnica. A atividade hemaglutinante foi observada na dilui¢do de até 1:8.
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Figura 22: Peptideo de aproximadamente 3kDa do extrato bruto do suber de T. hystrix € purificado em
coluna de quitina. O extrato bruto do suber de T. hystrix foi submetido a cromatografia de afinidade em coluna
de quitina e filtrado em membrana com cut-off de 10kDa. A fracdo eluida com 0,1M de écido acético foi
analisada em SDS-PAGE a 15% (Raia 2 - peptideo de aproximadamente 3kDa). Raia 1: migracGes
eletroforéticas de proteinas com massas moleculares conhecidas expressas em kDa. O gel foi corado com nitrato
de prata.
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4.8 Sequenciamento do peptideo

A fim de se identificar o peptideo hemaglutinante isolado do extrato de T. hystrix, foram
submetidas amostras do peptideo em SDS-PAGE, sendo as bandas de massas moleculares de
aproximadamente 3kDa (figura 15 — raia 5 e figura 17- raia 3), coradas com azul de Coomassie,
recortadas e submetidas a identificacdo por meio de MS (electrospray ion trap mass
spectrometry). Os peptideos tripticos obtidos da banda da figura 15 apresentaram identidade com
sequéncias preditas do fator 1-a de elongagdo de massa molecular de 39,2kDa (acesso
Cc04_g09020) de Coffea canephora, a qual é classificada na mesma ordem que
Tabernaemontana hystrix, denominada Gentianales. Com relacéo aos peptideos tripticos obtidos
da Figura 17, estes tiveram identidade com as seguintes sequéncias preditas de Coffea canephora:
proteina 2 carreadora de ATP, ADP, mitocondrial de 32,1 kDa (acesso Cc00_g21450); &cido
abscisico - 8"- hidroxilase 4 (ABA8 - OH) de 54,3kDa (acesso Cc02_g18810) e novamente fator
1-a de elongagdo de 39,2kDa (acesso Cc04_g09020). O pareamento com sequéncias de plantas
filogeneticamente proximas a T. hystrix depositadas em bancos de dados resultou em identidade
com sequéncias preditas de proteinas de massas moleculares maiores do que a do peptideo, isso
devido a auséncia de bancos de dados de sequéncias génicas ou proteicas de T. hystrix que
pudessem determinar a sequéncia do peptideo. A procura de sequéncias preditas de outras plantas
nao filogeneticamente préximas a T. hystrix depositadas em diversos bancos de dados que
pudessem nos auxiliar na identificacdo da sequéncia do peptideo, foi encontrado no servidor
UniProt, uma sequéncia predita depositada no banco de dados EMBL Nucleotide Sequence
Database, de uma proteina putativa ndo caracterizada de massa molecular compativel com a do
peptideo (3,269kDa) (acesso B6ULL3) de Zea mays. Estes resultados, devido a distancia
filogenética entre T. hystrix e Zea mays, ndo podem proporcionar com acuracia a identidade da
sequéncia do peptideo de T. hystrix. A vista disso, ndo foi possivel determinar a sequéncia da

aglutinina presente no extrato bruto de T. hystrix.

4.9 A aglutinina de T. hystrix ndo é capaz de induzir a proliferacédo de células do sistema

imunoldgico

Tendo em vista a ampla variedade de aglutininas presentes em plantas que apresentam
diversos efeitos sobre as células do sistema imunoldgicos, na tentativa de avaliar se aglutinina
de T. hystrix apresentava atividade mitogénica, utilizou-se amostras contendo peptideo de

3kDa em ensaios de proliferacdo com células do baco de camundongos C57BL/6 marcadas
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com CFSE. O peptideo purificado, nas concentracdes de 740, 370, 148, 74, 37, 14,8 e
7,4ng/mL, ndo foi capaz de induzir a proliferagdo de células T e B (Figuras 23 e 24), dado que
as celulas estimuladas ndo apresentaram proliferacdo estatisticamente significativas em

relacdo as células ndo estimuladas (controle negativo).
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Figura 23: O peptideo de T. hystrix ndo induz proliferacio de células B totais do ba¢o de camundongos.
Cerca de 1 x 108 células esplénicas de camundongos C57BL/6 foram marcadas com CFSE e cultivadas na
auséncia (meio) ou presenca do peptideo purificado nas concentra¢des de 740, 370, 148, 74, 37, 14,8 e 7,4ng/mL
e de LPS a 25ug/mL. Apds 72 horas, as células esplénicas foram marcadas com anticorpos monoclonais contra
CD19-APC e analisadas por citometria de fluxo. A porcentagem de células que proliferaram foi determinada por
histograma, dentro da regido de linfécitos, delimitada pelos pardmetros de tamanho e granularidade (FSC x
SSC). Os resultados foram expressos com a porcentagem mais o desvio padrdo da média da frequéncia de
células que proliferam. *p < 0,0001 em relacao as células ndo estimuladas (meio).
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Figura 24: O peptideo de T. hystrix ndo induz proliferacéo de células T totais do ba¢o de camundongos.
Cerca de 1 x 10° células esplénicas de camundongos C57BL/6 foram marcadas com CFSE e cultivadas na
auséncia (meio) ou presenca do peptideo purificado nas concentracdes de 740, 370, 148, 74, 37, 14,8 e 7,4ng/mL
e de ConA a 2ug/mL. Apds 72 horas, as células esplénicas foram marcadas com anticorpos monoclonais contra
CD3-APC-Cy 7 e analisadas por citometria de fluxo. A porcentagem de células que proliferaram foi determinada
por histograma, dentro da regido de linfdcitos, delimitada pelos parametros de tamanho e granularidade (FSC x
SSC). Os resultados foram expressos com a porcentagem mais o desvio padrdo da média da frequéncia de
células que proliferam. *p < 0,0001 em relacao as células ndo estimuladas (meio).
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4.10 A aglutinina de T. hystrix estimula a expresséo de TGF-$ por células esplénicas

Embora ndo estimulasse a proliferacdo de linfécitos, havia a possiblidade, como
acontece com algumas lectinas (Hostanska et al., 1995; Muraille et al., 1999) de que essa
hemaglutinina induzisse a producéo de citocinas por células do sistema imunoldgico. A figura
25 mostra que as células esplénicas de camundongos C57BL/6 estimuladas com 37ng do
peptideo de T. hystrix apresentaram um aumento relativo na expressdo de mensagens para a
citocina TGF-B, obtidas por gRT-PCR, quando comparada as células controle néo
estimuladas; enquanto ndo houve diferenca estatisticamente significativa em relacdo a TNF-a,
IL-10, IL-6 e GATA-3 (dados ndo mostrados).
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Figura 25: Peptideo de T. hystrix induz a expressdo de TGF-p por células esplénicas murinas. Cerca de 1 x
10° células esplénicas de camundongos C57BL/6 foram cultivadas na auséncia ou presenca do peptideo
purificado nas concentragdes de 740, 370, 148, 74, 37, 14,8 e 7,4ng/mL. Apds 72 horas de estimulo, 0 RNA total
foi extraido e o cDNA confeccionado para uso na quantificacdo da expressdo da citocina. Como controle
negativo foi utilizado o RNA total de células ndo estimuladas (meio). *p <0,05 em relagdo as células ndo
estimuladas (Meio).



Discussdo | 59

5 DISCUSSAO

Devido as diferencas em estrutura molecular, propriedades bioquimicas e
especificidade a carboidratos, as lectinas de plantas formam um grupo heterogéneo (Peumans
& Van Damme, 1998; Van Damme, 2008). Apesar dos intensos esfor¢os na identificacdo e
caracterizacdo desse grupo heterogéneo de proteinas, muitas delas ainda ndo foram
descobertas. Os grandes avancos nas técnicas de biofisica e biologia molecular, assim como a
ampla disponibilidade de oligossacarideos sintéticos tem contribuido muito para a
identificacdo de muitas dessas lectinas (Hamid et al., 2013).

No presente projeto, utilizamos diferentes técnicas de purificagdes cromatogréaficas e
convencionais para o isolamento de um peptideo com uma estrutura tercidria de
aproximadamente 3kDa correspondente a hemaglutinina de T. hystrix, uma espécie da familia
Apocynaceae presente no dominio fitogeografico do cerrado (Lorenzi, 2002). Passamos a
denominar esse peptideo de Tabhys. A atividade hemaglutinante do peptideo ndo foi inibida
por monossacarideos, em contrapartida, observamos inibicdo pela fetuina nativa e assialilada.
Além da caracterizacdo bioquimica, observamos o aumento de mensagem para a citocina
TGF-B por células esplénicas estimuladas com este peptideo, porém, este ndo foi capaz de
induzir proliferagdo.

Embora as lectinas de plantas estejam presentes em diversos tecidos vegetativos
(Peumans & Van Damme, 1995; Van Damme et al., 1998; Van Damme, 2008, Dias et al.,
2015), os motivos pelos quais utilizamos o extrato bruto de suber do caule para o isolamento
da aglutinina de T. hystrix foram: (1) ambos os extratos do caule e da folha desta planta ndo
apresentaram atividade hemaglutinante.; (2) apesar da presenca de atividade hemaglutinante
no latex de frutos de T. hystrix, a sua baixa disponibilidade juntamente com a presenca de
contaminantes insollveis, dificultou o uso deste material a priori, e (3) facilidade de obtencéo
e manuseio deste extrato com disponibilidade perene.

Atualmente, tem sido relatada a presenca de muitas lectinas de plantas encontradas em
extratos obtidos do suber de varios espécimes. Algumas dessas lectinas sdo denominadas
proteinas de armazenamento vegetativo (VSP- Vegetative Storage Proteins). Como exemplo
podemos citar as lectinas do suber de Cladrastis lutea (Van Damme et al., 1995a), Maackia
amurensis (Van Damme et al., 1997b), Robinia pseudoacacia (Van Damme et al., 1995b),
Sophora japonica (Hankins et al., 1988; Van Damme et al., 1997a). Todas sdo agrupadas na
familia de lectinas de leguminosas. Enquanto que outras sdo identificadas em extratos do

suber de especimes pertencentes a familia Moraceae, as quais s&o classificadas como lectinas
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similares a jacalina (JRLs) (Van Damme et al., 2002). O conteudo lectinico identificado nos
espécimes citados acima é alto, podendo até corresponder a 80% do total de proteinas (Van
Damme et al., 2002), enquanto que neste trabalho, a concentracdo do peptideo purificado
correspondente a aglutinina de T. hystrix foi de apenas 75ug, sendo esta quantidade referente
a somente 18,75% do total de proteinas presentes no extrato bruto. Estes dados podem ter sido
resultado de perda ou degradacdo proteica ao longo dos processos de purificagcbes da
aglutinina de T. hystrix, demonstrados pelo baixo rendimento obtido ao final destes processos.

No inicio do desenvolvimento deste projeto nos deparamos com algumas dificuldades:
(1) O baixo conteudo proteico do extrato bruto de suber do caule de T. hystrix; e (2) a
presenca de altas quantidade dos mais diversos compostos quimicos, incluindo pigmentos, e
principalmente alcaloides, muito frequente no género Tabernaemontana (Yoder & Mabhlberg,
1976; Rapini, 2000, Souza et al., 2010). Tendo em vista que muitas lectinas de plantas tém
sido isoladas por técnicas de purificacbes convencionais com o uso de umas ou mais técnicas
cromatograficas, além do fracionamento e o pré-tratamento com solventes organicos e/ou
sulfato de amoénio (Sumner & Howell, 1936; Van Damme et al., 2002; Naeem et al., 2007;
Zhao et al.,, 2010, Lam & Ng, 2011), as etapas dos processos de purificacbes foram
aumentadas, utilizando um conjunto de técnicas cromatogréficas liquidas convencionais e
automatizadas. Embora o aumento no nimero de etapas de purificagbes possa ter resultado
em um baixo rendimento (Lam & Ng, 2011; Hamid et al., 2013), ao final destas etapas
obtivemos um material com alto grau de homogeneidade. Além disso, o fracionamento do
extrato bruto de suber de T. hystrix em solucdo de sulfato de aménio nas faixas de 30, 60 e
90% de saturacdo fez com que aumentassemos o conteldo proteico do material inicial de
purificacéo.

Em muitos trabalhos de isolamento e caracterizacdo de lectinas de plantas tém sido
recorrente 0 uso de técnicas de fracionamento por sais antes do inicio das etapas de
purificacGes. No trabalho de Zhao et al. (2011), estes identificam uma proteina similar a
heveina e uma quitinase de classe I, utilizando-se a precipitacdo com sulfato de amonio
seguida de varias técnicas de purificacbes cromatograficas. No trabalho de Naeem et al.
(2007) também foi utilizado o fracionamento em sulfato de amdnio na faixa de 30 e 50% de
saturacdo seguida de cromatografia de afinidade para o isolamento e caracterizacdo de uma
aglutinina presente na semente de uma leguminosa.

Em contrapartida, o0 aumento dos processos de purificages cromatogréficas, devido ao
uso de alguns solventes orgénicos, mudancgas no pH, temperatura e 0 proprio manuseio das

amostras pode ocasionar a degradacao proteica ou perda de proteinas (Cleland et al., 1993;
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Chang & Hershenson, 2002). Em nosso estudo, durante os processos de purificacdes,
observavamos a formacdo de um precipitado branco, o qual poderia estar associado a
formacdo de agregados proteicos insollveis (Garcia-Rubio, 1989) e, portanto, pode ter
contribuido para o baixo rendimento que observamos ao final das etapas purificacBes da
aglutinina de T. hystrix.

A dessalinizacdo das amostras em cartuchos Sep-Pak C18, embora necesséria, também
pode ter contribuido para a perda ou degradacdo proteica dos materiais purificados, devido ao
tratamento destes com &cido (TFA) para retirada dos sais e a secagem dos mesmos para a
evaporagdo completa deste acido e do metanol. Na tentativa de amenizacdo desta perda,
buscamos outros métodos de dessalinizacdo, como por exemplo, o uso de colunas
cromatograficas para troca de tampéo (desalting column) e membranas com cut-off de 3kDa,
porém, devido a baixa massa molecular do peptideo correspondente a aglutinina de T. hystrix,
tais métodos tornaram-se inviaveis. Apesar disso, de maneira surpreendente, o tratamento das
amostras com &cidos durante os processos de dessalinizagdes e purificacdes ndo ocasionou a
perda de atividade hemaglutinante do peptideo Tabhys, sendo que este mostrou-se bastante
resistente a desnaturacdo, mesmo apds 0s processos de secagem para retirada total de &cido e
metanol, os quais eram repetidos de duas até trés vezes.

De modo geral, o pré-tratamento do extrato bruto de T. hystrix com solucéo de &cido
acético a 0,1% em &gua, o uso de solventes organicos, 0 aumento das etapas de purificacbes e
a determinacdo da especificidade da aglutinina de T. hystrix em ensaios de inibi¢cdo da
hemaglutinacdo foram essenciais para a exclusdo da hipOtese de que a atividade
hemaglutinante de T. hystrix era proveniente de um fendmeno néo especifico causado por
lipideos ou por outros compostos quimicos que poderiam resultar em resultados falso-
positivos de hemaglutinacdo (Tsivion & Sharon, 1981; Etzler, 1985). Em nossos estudos,
além de identificarmos o peptideo correspondente a hemaglutinina de T. hystrix, a atividade
hemaglutinante deste, apesar de ndo ter sido inibida por monossacarideos, foi inibida pela
fetuina e assialofetuina. Estes dados comprovam com resultados prévios obtidos pelo nosso
grupo de pesquisa, nos quais demonstram que a especificidade desta aglutinina, além de ser
independente da &cido sialico e cations divalentes, pode estar preferencialmente associada a
oligossacarideos N-ligados, isso porque a atividade hemaglutinante de T. hystrix também foi
inibida pela peroxidase. Nesse sentido, no presente trabalho observamos as mesmas
atividades com uma amostra com grau de homogeneidade muito maior (Milanezi, 2012).
Fetuina e assialofetuina sdo moléculas idénticas em sua estrutura proteica, porém, com uma

sutil diferenca nos carboidratos que formam o grupo prostético dessa molécula. Nos
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oligossacarideos O-ligados da assialofetuina estdo ausentes as ligagdes de &cido sidlico do
tipo a2,3 com galactose e/ou o2,6 com N-acetilgalactosamina (GalNAc) (Spiro & Bhoyroo,
1974; Nilsson et al., 1979). O fato de termos inibido previamente a reacdo com peroxidase
(que possui somente oligossacarideos N-ligados predominantemente do tipo high manose),
mas ndo com BSA (molécula ndo glicosilada), aponta para a possibilidade do nucleo comum a
todas as N-glicosilacdes, ou parte deste, ser o glicotopo especifico de Tabhys. Embora
ocorram como substituicbes frequentes em glicoproteinas de plantas a xilosep(1-2) e
fucosea(1,3) (Kurosaka et al., 1991; Takahashi et al., 1998; Wubhrer et al., 2005), esses
residuos parecem ndo ser essenciais. Dessa forma, como fetuina e peroxidase apresentam em
comum oligossacarideos N-ligados, foi sugerido que estes sdo provavelmente as estruturas
que Tabhys possui especificidade. Com base nas estruturas N-ligadas compartilhadas entre
essas duas glicoproteinas, foi sugerido que o nucleo comum entre elas pelo qual a aglutinina
de T. hystrix interage é, resumidamente composto de MansGIcNAc; (Milanezi, 2012).

Apesar da especificidade das lectinas ser determinada por ensaios de inibicdo da
hemaglutinacdo com mono ou dissacarideos, a concentragdo requerida desses compostos para
a inibicdo da atividade hemaglutinante € relativamente alta, especialmente quando comparada
aquela de oligossacarideos complexos (Peumans & Van Damme, 1998). Além disso, muitas
lectinas ndo possuem especificidade por mono ou dissacarideos (Lis & Sharon, 1998;
Wititsuwannakul et al., 2008). No presente projeto, a atividade hemaglutinante do peptideo
Tabhys n&o foi inibida por monossacarideos mesmo a altas concentragdes (400mM), porém a
adicdo de poucas quantidades de fetuina, cerca de 7mM, foram suficientes para a inibi¢do da
atividade hemaglutinante desta molécula.

A inibicdo da atividade hemaglutinante da aglutinina de gérmen de trigo (WGA) por
oligossacarideos de N-acetilglicosamina (GICNAc)s € potencialmente muito maior do que
apenas pelos mondémeros que compdem este acucar (Goldstein & Poretz, 1986), assim como
ocorre com a lectina extraida do bulbo de Galanthus nivalis (GNA) com oligossacarideos
constituidos de Manal,3Man (Shibuya et al., 1988). A explicacdo desse alto potencial de
inibicdo da aglutinacéo por oligossacarideos é devido ao fato da multivaléncia proporcionada
por estas estruturas multiantenarias que aumentam a complementaridade entre as lectinas e 0s
seus acgucares ligantes, resultando em um aumento de afinidade, principalmente por glicanas
complexas (Rini, 1995; Elgavish & Shaanan, 1997; Peumans & Van Damme, 1998, Wittmann
& Pieters, 2013).

O fato de algumas lectinas de plantas possuirem especificidade a oligossacarideos

complexos presentes nas cadeias laterais de glicoproteinas de animais e ausentes em plantas
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(Mandal, 1990) pode evidenciar o papel biolégico de defesa dessas moléculas. As lectinas
ligantes de quitina sdo um exemplo. Estas possuem especificidade a polissacarideos que ndo
estdo presentes nas plantas, porém sdo abundantes na parede celular de fungos e no
exoesqueleto de insetos (Peumans & Van Damme, 1998).

A quitina é um polimero composto de N-acetiglicosamina com ligagdes do tipo B1- 4.
Dentre uma variedade de lectinas ligantes de quitina, destaca-se a heveina, uma lectina de
baixo peso molecular, extraida do latex da seringueira (Hevea brasiliensis), (Van Parijs et al.,
1991; Agrawal & Konno, 2009). Tendo em vista que uma variedade de peptideos heveina-
similes e/ou lectina-similes com dominio heveina tém sido isolados de diversas fontes,
incluindo plantas, artropodes, anfibios, dentre outros animais (Liang & Pan, 1995;Van den
Bergh et al., 2002; Marquardt et al., 2007; Li et al., 2008; Jiang et al., 2009; Porto et al.,
2012) e da suposta especificidade da aglutinina de T. hystrix a N-glicanas, a hipdtese de que o
peptideo correspondente a aglutinina de T. hystrix possuia alguma homologia com a heveina
foi testada através da purificacdo do extrato bruto de T hytsrix em coluna de quitina. A
purificacdo nesta coluna também foi uma alternativa em melhorar o rendimento proteico com
a simplificacdo das etapas deste processo (Lam & Ng, 2011).

De maneira interessante, as analises eletroforéticas demonstraram na fragdo purificada
uma banda proteica de massa molecular similar a do peptideo, no entanto, alguns
acontecimentos nos deixaram duvidosos quanto a especificidade deste peptideo a quitina: (1)
a presenca de alguns contaminantes proteicos na amostra purificada do peptideo; e (2) a
auséncia de atividade antifungica desta amostra. Nas analises eletroforéticas da purificacdo
em coluna de quitina da fracdo eluida com glicose a 0,4M nao foram observadas a presenca de
outras proteinas, em contrapartida quando utilizamos acido acético a diferentes concentracbes
(0,02M e 0,1M) para eluicdo das amostras, nos atentamos para a presenca de uma banda de
massa molecular baixa, com aproximadamente 3kDa, semelhante aquela do peptideo, além de
contaminantes proteicos com massas moleculares altas (maior do que 97kDa), podendo
indicar degradacdo ou desnaturacdo de proteinas, e uma banda proteica proxima a do
peptideo, porém com massa molecular aproximado de 14kDa e outra proxima & 20kDa. A
pesquisa de trabalhos na literatura que pudessem explicar a presencga dessas outras proteinas
na amostra, encontramos no trabalho de Lee et al. (1991) a identificacdo de duas proteinas,
uma com 14kDa e outra com 5kDa, sendo esta ultima a heveina, como resultado de produtos
de clivagem de um polipetideo precursor de 20kDa. Tais observagdes podem indicar que as
duas bandas proteicas contaminantes observadas na purificagdo em coluna de quitina seriam

referentes aos precursores e os produtos de clivagem da heveina observados no trabalho de
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Lee et al. (1991), porém ndo podemos afirmar esta hipdtese sem antes realizarmos analises
mais aprofundadas sobre o assunto. Para tanto seria necessario a identificacdo da sequéncia
primaria do peptideo correspondente a aglutinina de T. hystrix. Em contrapartida, este
peptideo apresentou atividade hemaglutinante, mesmo ap6s a eluicdo com diferentes
concentragfes de acidos e a secagem das amostras para retirada completa desses acidos,
enquanto que a heveina ndo possui capacidade de aglutinar células devido & presenca de
apenas um CRD.

Em alguns trabalhos de identificacéo e purificacdo de lectinas ou peptideos ligantes de
quitina, a eluicdo do material adsorvido & quitina somente com sal ndo é eficiente, sendo
necessario a adigdo de alguns acidos, incluindo &cido fortes, como acido cloridrico. Trindade
(2005) utiliza uma combinacdo de NaCl a 0,15M com acido cloridrico a 0,01M para
purificacdo de duas lectinas ligantes de quitina do género Artocarpus. Por outro lado,
Broekaert et al. (1992) e Van der Bergh et al. (2002) utilizam apenas &cido acético a 0,1M e
20mM, respectivamente, para eluicdo de peptideos antimicrobianos de plantas similares a
heveina. Dessa forma, o fato do peptideo de T. hystrix adsorvido a coluna de quitina ndo ter
sido eluido com glicose, um monossacarideo que apresenta similaridade com N-
acetilglicosamina (GIcNAc), ndo demonstra a inespecificidade deste a quitina. No entanto,
experimentos de inibicdo da hemaglutinacdo com GlcNac e seus oligbmeros deverdo ser
realizados para a comprovacao da especificidade do peptideo a esse agucar.

Trichophyton rubrum pode ter sido causada pelo tratamento deste com solventes organicos
como metanol, durante os processos de dessalinizagbes, bem como acetonitrila e alguns
acidos durante os processos de purificagdes. Interessante notar que estes solventes néo
inibiram a atividade hemaglutinante deste peptideo. Em contrapartida, a maioria dos
protocolos de identificacdo e purificacdo de peptideos lectina-similes que apresentam
atividade antimicrobicida utilizam-se de cromatografia de fase reversa com o uso de solventes
organicos para esta finalidade (Li et al., 2008; Odintsova et al., 2009). Por outro lado, existem
na literatura a identificacdo de alguns peptideos lectina-similes e/ ou lectinas ligantes de
quitina com baixa massa molecular que ndo apresentam atividade antimicrobicida. Liang &
Pan (1995) identificaram um peptideo que apesar de ser encontrado em altas quantidades no
veneno da aranha Selenoscoma huwena e possuir homologia com fragmentos da aglutinina de
Urtica dioica ndo demonstrou toxicidade alguma a insetos e mamiferos. Peumans et al.

(1996) isolaram e caracterizaram parcialmente uma lectina ligante de quitina com baixa massa
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molecular que ndo apresenta atividade antifingica, no entanto demonstrou atividade
citotdxica em ensaios realizados com células-T de linhagem humana.

As anélises em SDS-PAGE e PAGE (em condicdo nativa) da estrutura molecular do
peptideo Tabhys monstraram que este € composto de apenas uma subunidade com massa
molecular relativa de aproximadamente 3kDa mesmo com a presenca de agentes redutores.
Do mesmo modo, as analises em gel bidimensional (BN-PAGE) ndo revelaram a presenca de
nenhuma proteina ou complexos proteicos associados ao peptideo. Como a maioria das
lectinas possui massa molecular acima de 20kDa, raramente a existéncia de peptideos lectina-
similes com capacidade de aglutinar eritrdcitos tem sido raramente relatada, uma vez que para
a aglutinacdo de células é necessario pelo menos, a presenca de dois CRDs. Lectinas que
possuem estruturas moleculares composta de apenas uma subunidade com baixa massa
molecular, como a heveina, sdo consideradas merolectinas, porque exibem somente um CRD
e, portanto, ndo aglutinam células ou glicoconjugados (Van Parijs et al., 1991). Isso porque a
aglutinacdo é resultado da interacdo dos CRDs das lectinas oligoméricas, que possuem
mondmeros mono ou polivalentes, com carboidratos de superficie celular. Essa interacdo
estabelece uma ponte entre as células, formando uma rede que se aglutina. De maneira
interessante, o peptideo de Tabhys foi capaz de aglutinar igualmente todos os eritrécitos
humanos do grupo A, B e O.

E importante ressaltar a existéncia de peptideos lectina-similes na literatura que s&o
capazes de aglutinar eritrocitos. Liang & Pan (1995) isolaram um peptideo do veneno de
aranha composto de 32 residuos de aminoacidos que demonstrou a capacidade de aglutinar
tanto eritrocitos de camundongo quanto eritrocitos humanos dos 3 tipos (A, B e O). Li et al.
(2008) identificaram um peptideo de anfibio com apenas 17 residuos de aminoacidos que
demonstrou aglutinar tanto células de fungos e bactérias quanto eritrocitos de coelho. Jiang et
al. (2009) fizeram a expressao, purificacdo e caracterizacdo de dois peptideos lectina-similes
de veneno de aranha que demonstraram aglutinar eritrcitos humanos. Tal como, ndo muito
frequentemente sdo encontradas lectinas com baixas massas moleculares que possuem dois
CRDs e, portanto, sdo capazes de aglutinar eritrécitos. Como exemplo podemos citar a
aglutinina de U. dioica composta de apenas uma subunidade de massa molecular entre 8 e
9kDa (Peumans et al., 1984; Van Damme et al., 1988; Beintema & Peumans, 1992). Os
mecanismos que explicam a capacidade de peptideos lectina-similes em aglutinar eritrécitos
ndo sdo compreendidos. Estudos indicam que a maioria desses peptideos demonstram

atividade antimicrobicida por interagirem com glicanas presentes na superficie de bactérias e
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fungos, exibindo potente atividade litica contra essas células (Koo et al., 1998) e minima
atividade litica contra eritrocitos (Cheng et al., 2001).

De modo geral, das analises cromatograficas que realizamos obtivemos bons
resultados com as cromatografias de troca catidnica em coluna HiTrap SP FF e cromatografia
de fase reversa em coluna C18, com excecdo da cromatografia realizada em coluna HiTrap
Octyl FF, uma vez que a atividade hemaglutinante foi detectada na fracdo ndo adsorvida a
coluna (Figura 8). Esse resultado, apesar de inesperado, pode ter sido causado pela menor
hidrofobicidade da resina quando comparado a outras colunas de interacdo hidrofobica, como
por exemplo Phenyl Sepharose e Capto-Butyl Sepharose (Manual de instru¢des HiTrap HIC
Columns — GE Healthcare/ disponivel em <http://www.gelifesciences.com/webapp/wcs/
stores/servlet/productByld/en/GELifeSciences-br/28411007>). Com relacdo a cromatografia
de afinidade em resina Blue-Sepharose, embora as andlises eletroforéticas tenham
demonstrado baixa concentragcdo do peptideo purificado, a amostra purificada apresentou alta
homogeneidade. Experimentos adicionais com apenas uma etapa de purificacdo do peptideo
deverdo ser realizados e testados para a obtencdo de uma concentracdo maior desta aglutinina.

Dentre as lectinas conhecidas de plantas laticiferas ndo ha relatos de nenhum peptideo
com massa molecular menor do que a heveina (4,7kDa), ao contrario do que é visto em alguns
espécimes agrupadas na mesma familia de plantas. Como por exemplo, na familia de plantas
Amaranthaceae (Amaranthus caudatus) foram identificados dois peptideos lectina-similes
(Ac-AMP1 e Ac-AMP2) com massas moleculares de aproximadamentede 3kDa (Broekaert et
al., 1992). Do mesmo modo, na familia de plantas Conculvaceae foram identificados dois
peptideos com atividade antifingica homdlogos a heveina de massa molecular de
aproximadamente 4kDa (Koo et al., 1998). Na tentativa de determinarmos a identidade do
peptideo que haviamos isolado, recortamos as bandas de massas moleculares de
aproximadamente 3kDa purificadas tanto por cromatografia de fase reversa em resina C18
quanto em cromatografia de afinidade em resina Blue-Sepharose e submetemo-as a
identificacdo por MS (electrospray ionization ion trap mass spectrometry). Os resultados
foram inconclusivos, uma vez que no pareamento com outras sequéncias de genes ou
proteinas disponiveis nos bancos de dados, encontramos a identidade, de ambas as bandas,
com o fator 1-a de elongacdo de 39,2kDa de Coffea canephora, uma planta agrupada na
mesma ordem que T. hystrix (Gentianales).

O fator 1-a de elongagdo é uma proteina que dentre outras fungdes exerce um papel
central na fase de elongacéo da sintese proteica em procariotos e eucariotos. De modo geral,

este facilita o transporte do complexo aminoacil-tRNA, fazendo com que ele se ligue ao sitio
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A do RNA ribossémico. O fator 1-o de elongacdo pode também evitar que outras proteinas se
agreguem (atividade de chaperona), além de possuir atividade de isomerase, participar da
protedlise de proteinas, de eventos de exportacdo nuclear, da modulagédo do citesqueleto da
célula, de eventos apoptoticos, auxiliar na propagacéo de alguns virus, além de elicitar células
de imunidade inata (Mateyak & Kinzy, 2010; Fu et al., 2012). Em plantas pode ser regulado
por fatores abidticos de estresse e pode estar relacionado com glicoproteinas de adeséo celular
(Zhu et al., 1994; Fu et al., 2012). Nao ha conhecimento e nem relatos de atividade lectinica
nesta proteina. Diante do exposto, ndo foi possivel determinar a sequéncia de aminoacidos do
peptideo correspondente a aglutinina de T. hystrix, devido a falta de sequéncias de genes ou
proteinas de T. hystrix disponiveis em bancos de dados, como no GenBank. Estudos
posteriores com novas técnicas de identificacdo proteica deverdo ser realizados, como por
exemplo a determinacdo da sequéncia aminoterminal do peptideo realizado por meio do
método de degradacdo de Edmann, o qual é muito utilizado para o sequenciamento de
proteinas de baixas massas moleculares como o peptideo de T. hystrix.

A capacidade das lectinas de plantas, assim como de peptideos lectina-similes em
interagirem com glicoproteinas de superficie das células, permitindo que estas sejam ativadas,
além de desencadearem diversas cascatas de sinalizagdes intracelulares que vao resultar em
ativacdo de diversos genes ja € bastante conhecida. No caso dos linfocitos, normalmente essas
lectinas levam a proliferacdo (Bekeredjian-Ding et al., 2012) e/ou a producéo de citocinas (De
Oliveira Silva et al., 2011; Da Silva et al., 2012). Do mesmo modo, alguns peptideos lectina-
similes podem mimetizar superantigenos (Galelli & Truffa-Bachi, 1993), além de induzirem a
apoptose de algumas células (Voelter et al., 2000; Fu et al., 2011). Em nossos experimentos,
observamos que a hemaglutinina de T. hystrix ndo foi mitogénica para linfocitos. Outras
lectinas de plantas também apresentam essa caracteristica, como a lectina de gérmen de trigo
(WGA) (Kawakami et al., 1988). Em contrapartida, o peptideo, na concentracdo de 37ng/mL,
foi capaz de induzir um consideravel aumento da expressdao de mensagem para a citocina
TGF-B por células esplénicas de camundongos. Na imunidade adaptativa, a citocina TGF-p na
presenca de IL-6, dependendo das condi¢bes do meio, pode induzir um perfil inflamatério na
diferenciacdo de células TCD4 em Th17, em contrapartida, a auséncia de IL-6, na presenca da
primeira citocina e dentre outros fatores, pode induzir um perfil imunossupressor de células T
reguladoras (Treg). Neste estudo, ndo foram observados o aumento de mensagens para a
citocina IL-6. Em contrapartida, foi observado um aumento substancial de mensagens para a
citocina IL-10, principalmente por células esplénicas estimuladas com as concentragdes mais

altas do peptideo de 740 a 370ng/mL. Devido ao fato de que esse aumento de mensagem
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observado em anélises de gPCR foi insuficiente para a deteccdo da citocina IL-10 em ensaios
de dosagem de citocinas por citometria de fluxo (CBA), chegamos a conclusdo de que o
peptideo ndo induz um padrdo de células Treg. Por outro lado, tendo em vista que células T
apoptoticas e macrofagos podem produzir e secretar TGF-p (Fadok et al., 1998; Chen et al.,
2001), a auséncia de aumentos significativos de mensagens para outras citocinas nos fez
investigarmos a hipdtese de que este peptideo estivesse induzindo a morte de células do
sistema imunoldgico. Em experimento piloto realizado com iodeto de propidio (IP),
observamos a diminuicdo significativa da viabilidade de macréfagos peritoneais (J774)
estimulados com esta molécula a 2pug/mL apds 24 horas de incubacdo (dados ndo mostrado).
No entanto, estudos posteriores com o uso de um controle positivo para morte, assim como a
marcacdo das células com anexina V para deteccdo de apoptose deverdo ser realizados para
confirmacéo dessa hipotese.

No presente projeto, identificamos um peptideo com uma subunidade de
aproximadamente 3kDa presente no extrato bruto do stber de T. hystrix que foi capaz de
aglutinar eritrocitos dos 3 tipos sanguineos humanos. Raramente, existem na literatura
peptideos com tal capacidade, isso porque geralmente aqueles que sdo homdlogos as lectinas
possuem somente um CRD. Apesar de pouco conhecidos, os estudos destes peptideos e dos
mecanismos pelos quais eles interagem com receptores de superficie celular, incluindo
aqueles presentes em eritrocitos, podem abrir novas perspectivas para o entendimento a nivel
estrutural da interacdo de lectinas com o0s seus acucares ligantes, assim como para 0

desenvolvimento de nova drogas.
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6 CONCLUSOES

Durante o desenvolvimento do presente trabalho, foi possivel a obtencdo de
preparacdes sollveis, homogéneas e ativas do peptideo presente no extrato bruto do suber de
T. hystrix, denominado de Tabhys. Este peptideo demonstrou: (1) aglutinar os trés grupos
sanguineos de eritrécitos humanos, (2) interagir com polimeros de GIcNAcp(1,4) (quitina),
(3) ter especificidade por glicanas presentes na fetuina, independente de acido sialico, (4) ndo
ter especificidade pelos monossacarideos D-glicose, D-manose e D-galactose, (5) ser
constituido por estrutura molecular composta de apenas uma subunidade de massa molecular
aproximada de 3kDa, com e sem a presenca de agentes redutores, (6) ndo se associar com
outras proteinas ou complexos proteicos, (7) ter homologia com fator 1-a de elongagdo em
analises de pareamento dos peptideos tripticos obtidos por espectrometria de massa com
sequéncias génicas ou proteicas disponiveis em bancos de dados, (8) ndo apresentar atividade
antifungica ou (9) mitogénica, e (10) induzir o aumento de mensagens para TGF-B em células
esplénicas de camundongo.
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