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RESUMO

Lectinas séo glicoproteinas de origem ndo-imune que reconhecem carboidratos
especificos e, por isso, possuem diversas funcdes bioldgicas. Dentre essas
fontes, destacam-se as microalgas que sao ricas fontes de bioativos. O objetivo
deste trabalho foi extrair purificar e caracterizar lectina a partir da microalga
Scenedesmus sp. (=Tetradesmus obliquus) A biomassa microalgal foi cultivada
em meio padrdo BG-11, de modo autotréfico durante 15 dias. A lectina foi
extraida da biomassa por agitacdo magnética durante 9 horas a 4°C. O
homogenizado foi centrifugado e o sobrenadante, denominado de extrato bruto
(EB), foi utilizado para a purificagdo. O EB foi precipitado por sulfato de amodnio
na saturacdo de 60-80%, e o precipitado protéico submetido a cromatografia de
troca ibnica e gel filtracdo. A lectina foi caracterizada em relacdo ao
reconhecimento dos grupos sanguineos A, B, AB, O, subgrupos Al e A2, e
eritrécitos de coelho, pH 6timo, temperatura 6tima e suas estabilidades durante
90 min, inibicdo a carboidratos, glicoproteinas e ions. Esta proteina foi purificada
utilizando uma etapa cromatografica e aglutinou os eritrocitos humanos tipos O e
eritrocitos de coelho, ndo aglutinou subgrupos Al e A2, A, B e AB. A lectina
apresentou pH 6timo entre 7,0 - 7,5 estavel por 90 min e temperatura 6tima
entre 20 a 50 °C com boa estabilidade térmica. A lectina foi inibida por
carboidratos complexos presentes nas glicoproteinas azoalbumina, azocaseina
e albumina, mas néo foi inibida pelos mono e dissacarideos. A proteina tem
massa molecular aparente de 78 kDa, determinada por filtracdo em gel, e sua
atividade foi afetada na presenca de cations divalentes, indicando que a lectina
de Scenedesmus sp. apresenta caracteristicas distintas entre as lectinas de
microalgas. O presente estudo oferece uma nova alternativa para a obtencao de
lectinas de alto valor biologico, bem como traz novos dados acerca do potencial
biotecnolégico das microalgas, contribuindo para a industria farmacéutica,

agricola e biomédica.

Palavras chave: hemaglutininas; lectinas, purificacdo, caracterizacao.



ABSTRACT

Lectins are non-immune glycoproteins with diverse biological in agriculture,
medicine, biotechnology research and have become important tools in identifying
different blood groups.The search for new sources of these macromolecules has
intensified, so the objective of this work was to extract, purify and characterize a
new lectin from the biomass of the Scenedesmus sp, a microalgae that produces
bioactives with high added value.Biomass wascultivated in BG-11 medium,
autotrophically for 15 days. Lectin was extracted of biomass by magnetic stirring
for 9 hours at 4 °C. The homogenate was centrifuged and the supernatant (EB)
used to purification step. The EB was precipitated by 60-80%ammonium sulfate
and the protein precipitate was subjected to ion exchange chromatography on
DEAE Sephadex C-25 and gel filtration.The lectin was characterized in relation to
the recognition of blood groups A, B, AB, O, subgroups Al and A2, and rabbit
erythrocytes, optimum pH, optimum temperature and its stabilities for 90 minutes,
inhibition of carbohydrates, glycoproteins and ions. The lectin was purified using
a chromatographic step and agglutinated the human erythrocytes types O and
rabbit erythrocytes. The lectin presented optimum pH of 7.0 - 7.5 stable for 90
min and optimum temperature of 20 to 50 °C with good thermal stability. Lectin
was inhibited by complex carbohydrates present in glycoproteins azoalbumin,
azocasein and albumin, but was not inhibited by most mono- and disaccharides.
The lectin has an apparent molecular mass of 78 kDa, determined by gel
filtration, and its activity was affected in the presence of divalent cations,
indicating the lectin of Scenedesmus sp. characteristics among microalga lectins.
The present study offers a new alternative for obtaining lectins of high biological
value, as well as brings new data about the biotechnological potential of
microalgae, contributing to the pharmaceutical, agricultural and biomedical

industry.

Keywords: haemagglutinins; lectins, purification, characterization
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1. INTRODUCAO

Em busca de novas fontes biotecnolégicas, as microalgas vém se
destacando na producdo de compostos de alto valor comercial na industria
alimenticia, quimica e farmacéutica devido a presenca de diferentes bioativos
encontrados na sua biomassa (Derner et al., 2006). A biomassa das microalgas e
seu conteudo macromolecular podem ser utilizados em diversas é&reas da
biotecnologia, como importantes aliados na producdo de varios compostos e sua
comprovada aplicabilidade nas mais diferentes areas da pesquisa cientifica,
investigacdes bioquimicas e bioldgicas (Sharon & Lis, 2001).

Algumas microalgas sdo conhecidas por possuirem um alto teor de
proteina na sua biomassa, entre elas, podemos destacar o género Scenedesmus
sp. (Kumar et al., 2010; Lohman et al., 2014). Além disso, este género apresenta
um conteudo lipidico relativamente alto e séo facilmente cultivadas (Jena et al.,
2012).

Dentre as diversas proteinas que podem ser extraidas de algas e
microalgas, como a Scenedesmus sp., destacam-se as lectinas que sao
glicoproteinas capazes de realizar ligacGes reversiveis com monossacarideos e
oligossacarideos especificos. As lectinas podem ligar-se aos radicais de
carboidratos na superficie dos eritrcitos e aglutinar sem alterar as propriedades
dos carboidratos (Sze et al., 2011).

Em relacdo as aplicacdes biolégicas, as lectinas de algas sé&o
estudadas no meio cientifico, visto que induzem menor imunogenicidade nas
células hospedeiras, possuem grande estabilidade devido as varias pontes
dissulfeto e mostram uma alta especificidade por glicoconjugados complexos,
como os presentes na superficie das células (Pinto et al., 2009).

No momento, as lectinas comerciais sdo de origem vegetal e ha
poucos trabalhos sobre microalgas como fonte de lectinas, mesmo tendo sido
comprovado, em estudos prévios, que estas apresentam caracteristicas
favoraveis a diferentes aplicagfes industriais e biotecnolédgicas. Assim, torna-se
necessaria a pesquisa com novos géneros de microalgas com o objetivo de obter

novas fontes de lectinas.
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Desse modo, faz-se necessario explorar o potencial biotecnoldgico da
Scenedesmus sp em relacdo as suas propriedades biologicas a serem aplicadas
em animais e humanos. Diferentes fontes e tipos de lectina, por sua vez, devem
ser mais explorados, uma vez que apresenta potencialidade como agente
terapéutico para possivel aplicacdo na medicina veterindria e humana, como
utilizacdo em farmacos, nas areas de pesquisa em bioquimica, biologia celular,
imunologia, imono-hematologia, indicadores de interacéo célula-célula, bem como
para aumentar o valor agregado dos micro-organismos fotossintetizantes (Becker,
2004; Colla et al., 2004;Pulz&Gross,2004).
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 MICROALGAS

As microalgas sao microrganismos fotossintetizantes que se desenvolvem
em diferentes condigbes ambientais, sendo encontradas em ambientes salinos ou
em agua doce (Hoek et al. 1995; Mchugh, 2003). A maioria delas tem habitos
planctdnicos, embora existam também muitas espécies bentbnicas e terrestres
(habitando em ambientes Umidos). As microalgas planctbnicas constituem o
fitoplancton, ou seja, sdo organismos fotoautotréficos do plancton.

Os diversos organismos fitoplancténicos podem se apresentar como
células isoladas, agrupadas formando colénias ou encadeadas sob a forma de
segmentos lineares de células. Em todos os casos ocorre pouca ou nenhuma
diferenciacdo das funcBes ou especializacdo das células, ou seja, cada célula
realiza todas as funcgfes vitais e podem variar em tamanho, morfologia e outras
caracteristicas (Lourenco, 2006).

A composi¢do bioquimica da biomassa e de produtos metabdlicos das
microalgas pode ser afetada pelas interacdes entre fatores bioldgicos, fisicos e
guimicos (Falkowski et al., 1997).

Os fatores biologicos estdo relacionados as taxas metabdlicas
caracteristicas da espécie cultivada, e a influéncia de outros microrganismos
sobre o crescimento da microalga. Enquanto que caracteristicas, como a
iluminacao, temperatura, salinidade e disponibilidade de nutrientes no meio sao
os principais fatores fisico-quimicos (Guillard 1975; Richmond, 2004).

Em comparacdo as plantas terrestres, as microalgas possuem maiores
taxas de crescimento, eficiéncia fotossintética e diversidade bioquimica. Tais
caracteristicas foram importantes para que as microalgas tenham recebido
consideravel interesse como matéria-prima potencial para a producdo de
biomoléculas de interesse comercial. (Stephenson et al., 2011; Slade et al.,
2013).



18

2.2. PRINCIPAIS FATORES NECESSARIOS AO CRESCIMENTO
DAS MICROALGAS

Alguns fatores sao importantes e podem ser utilizados no cultivo de
microalgas estdo descritos, dentre eles destacam-se a luminosidade, pH,
agitacdo, temperatura e nutrientes. Esses fatores precisam ser otimizados para

obter uma maior produtividade celular. (Figura 1) (Slade et al., 2013).

Figura 1. Fatores que podem ser utilizados no crescimento da biomassa de microalgas e seu

respectivo uso industrial.

Luz solar Radiacao Alimentos
Eletricidade —=— —————= Calor

Energia cﬁ]icg )
Energia de combustao Energia Agquicultura
Gas carbbnico——

AT T —2 D¥idxido de carboni =i

Esgoto (bactérias) /’7 T a;'stema gmliuncnun
Efluentes gasosos industriais . e esgoto
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Fertilizante ______ 5 InorgAnicos Algal \ .
Quimicos Farmaceuticos
Residuos MNutrientes -
Glicose I Orginicos Biogas

Esgoto

1}g-ua domasr — Agua
Aguadoce —— _—__——— 7

Combustiveis

Fonte: Borges, 2010 apud Becker, 1994.

A intensidade luminosa é um dos fatores que precisam ser controladas no
cultivo de microalgas. A iluminacdo nas células influéncia o crescimento celular
(Lourenco, 2006; Derner et al.,2006).Baixa intensidade luminosa limita o
crescimento das microalgas e alta intensidade luminosa pode ocasionar uma
maior producdo de espécies de oxigénio reativas prejudiciais, como o H,O,,
prejudicando a organizacédo celular, ou iniciando o fenbmeno da fotoinibicao, isto
€, a diminuicdo da possibilidade de fotossintese causando branqueamento e
morte (Soleto et al., 2005; Muller et al.; 2001; Mehlitz, 2009).

Existe uma ligacéo direta entre a variacdo do pH do meio e a concentracéo
de CO;, uma vez que o aumento da alcalinidade do meio de cultura esta
diretamente relacionado ao consumo do diéxido de carbono pelas microalgas e do
seu consequente crescimento, pois a reduc¢ao no conteudo de carbono inorganico
se da através do consumo necessario ao crescimento celular. O pH atinge

diretamente a disponibilidade de diversos elementos quimicos encontrados no
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meio. Estes podem condensar e precipitar de acordo com o pH do cultivo.
(Schmidt, 2007; Lourencgo, 2006).

Em relacéo aos nutrientes, o nitrogénio e fosforo sdo dois macronutrientes
essenciais para o desenvolvimento e o metabolismo das microalgas (Tabela 1).
Nitrogénio € um elemento de grande importancia para a formagdo de &cidos
nucléicos e proteinas, tornando-se responsavel por 7 a 20% do peso seco da
célula.

Outro nutriente essencial e que precisa ser fornecido € o carbono. Ele tem
grande relevancia na fotossintese, no crescimento e reproducéo celular. Outros
micronutrientes importantes sdo chamados de elementos tragos, e sédo utilizados

em quantidades bem reduzidas. (Brennan et al., 2010).

Tabela 1. Nutrientes e fungdes bioldgicas.

Componente Funcdao bioldgica

Carbono Componente estrutural de macromoléculas

Nitrogénio Componente estrutural de macromoléculas
Fosforo Realiza processos de troca de energética (ATP)
Potéassio Regulagédo osmdtica

Magnésio Constituinte da molécula de clorofila
Enxofre Estruturacdo de proteinas, como cisteina e metionina

Ferro Participacdo da via de biossintese

Fonte: Adaptacéo de Grobbelaar (2004).

2.3. TIPOS DE CULTIVO DAS MICROALGAS

O cultivo de microalgas que utilizam predominantemente a
fotossintese (fotoautotréficos) como mecanismo de assimilagdo do carbono pode
mitigar as emissdes de CO, derivadas das atividades humanas, utilizando
radiacdo solar e luz artificial como fonte de energia e convertendo o CO; a
biomoléculas, como carboidratos e acidos graxos. (Chen et al., 2017).

Na verdade, os micro-organismos autotroficos sdo responsaveis hoje
por quase 50% da fixacao global, por outro lado, o cultivo heterotréfico apresenta

elevado potencial (Figura 2) (Brennan et al., 2010).
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Embora os cultivos autotroficos utilizem uma fonte energética
abundante e de baixo custo, normalmente apresentam produtividade de biomassa
inferior ao dos cultivos heterotroficos (Chenet al.,, 2017). Na auséncia de luz,
algumas espécies microalgais sdo capazes de metabolizar carbono organico
presente no meio de cultivo utilizando uma estratégia de assimilacao heterotrofica
(Salamaet al., 2017). O cultivo mixotrofico equivale a juncdo do autotréfico
com o heterotrofico, onde tanto os compostos organicos, a presenca de luz e o
CO, sdo necessarios para 0 crescimento, operando simultaneamente o
metabolismo respiratorio e o fotossintético (Grobbelaar, 2004). Entretanto, nem
todas as espécies conseguem se beneficiar dessa rota de assimilagéo.

Como o cultivo heterotrofico ndo depende da luz para a assimilacdo de
carbono, essa estratégia permite a obtencdo de culturas com alta densidade
celular. Geralmente esse tipo de mecanismo atenua as limitagbes do cultivo.
(Salamaet al., 2017).

Figura 2. Cultivo autotrofico Scenedesmus sp.

et

Fonte: Proprio autor

Os sistemas de cultivo utilizados para o crescimento das microalgas sao
classificados em dois tipos: sistemas abertos — tanques aerados e com as
extremidades elipticas; e sistemas fechados - reator em placas ou tubular
(Dasgupta et al., 2010).

Os sistemas de cultivo em larga escala do tipo “open ponds” ou pista
aberta ou sistema aberto, sdo tanques de tamanhos diversos colocados a céu
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aberto, mantidos as condi¢des naturais de iluminacédo, temperatura, evaporacao e
contaminagao.

Eles se caracterizam como tanques rasos, construidos em concreto, fibra
de vidro ou policarbonato, com fundo de terra ou revestidos com material plastico,
onde as culturas sdo mantidas em circulagao constante (Figura 3) (Rawat et al.,
2013).

Figura 3. Cultivo de microalgas em uma lagoa aberta (raceway pond).

'

Fonte: Barak et al.,2014 (acesso em 10/09/2018, disponivel em Seambiotic:

http://www.seambiotic.com/).
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As microalgas podem ter aplicacbes na industria alimenticia, cosmética,

farmacéutica e na obtencéo de bicombustiveis (Tabela 2). Na indastria alimenticia

séo utilizadas por produzirem vitaminas, sais minerais, pigmentos, aminoacidos e

acidos graxos essenciais aos animais. Uma das principais utilizacdes dos acidos

graxos de microalgas é no enriquecimento de racdes para peixes e fonte de

acidos graxos essenciais na dieta (Olaizola, 2003; Morais et al., 2008). Alguns

produtos obtidos a partir de algas e respectivas aplicagbes na industria

alimenticia, farmacéutica e cosmética.

Tabela 2 - Alguns produtos obtidos a partir de algas e respectivas aplicacdes.

Produto

Aplicagao

Biomassa

Biomassa

Alimentos naturais health food
Alimentos funcionais

Aditivos alimentares
Aquicultura

Condicionador do solo

Corantes e

antioxidantes

Xantofilas (astaxantinas e
cantaxantina)

Lutina

Betacaroteno

Vitaminas C e E

Aditivos alimentares

Cosmeéticos

Acidos graxos

Acido araquidénico — ARA

Acido eicosapentaenoico — EPA

Acido docosahexaenoico — DHA

Acido gama-linolénico GLA
Acido linoleico — LA

Aditivos alimentares

Enzimas Superoéxido dismutase — SOD Alimentos
Fosfoglicerato quinase — PGK Pesquisa em biotecnologia
Luciferse e Luciferina alimentar
Enzimas de restricdo Medicina
Aditivos alimentares
Polimeros Polissacarideos Cosmédicos
Amido Medicina
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Acido poli-B-hidroxibutirico-PHB
Peptideos

Toxinas

Produtos especiais Is6topos Pesquisa em biotecnologia
Aminoacidos (prolina, argininas, alimentar
acidos aspartico) Medicina

Esteroides

Fonte: Adaptado de Derneret al., 2006.

Durante a década de 60 foi iniciada a producéo comercial de microalgas com
espécies de Chlorella e Spirulina, como suplementos dietéticos, Dunaliellasalina
para obtencdo de [(-caroteno, Haematococcus pluvialis para producdo de
astaxantina e varias outras espécies para aplicacdo na aquicultura. Elas séo
utilizadas na producdo de suplementos alimentares que possuem valor comercial
e sao extraidos principalmente dos géneros Spirulina, Dunaliella, Chlorella e
Dunaniella.

Estudos mostram que as algas e microalgas sao farmacologicamente ativas,
apresentando atividades antiinflamatérias, antidiabética, anticoagulante, antiviral,
antifingica, anticancerigena, ou seja, podem ser utilizadas de diversas formas na
industria farmacéutica (Lauritano et al., 2014).Além disso, as microalgas também
podem ser utilizadas como matéria-prima na producéo de bio-polimeros/plasticos,
gue apresentam a vantagem de serem biodegradaveis (Pribadi, 2009).

Algumas algas e microalgas sdo conhecidas por possuirem um alto teor de
proteina na sua biomassa (Kumar et al., 2010; Lohman et al., 2014). As proteinas
possuem diversas funcBes, como estruturais, transportadoras, reguladoras e
enzimaticas (Neves, 2006). Dentre as diversas proteinas destacam-se as lectinas
gue sao glicoproteinas capazes de realizar ligacdes reversiveis com

monossacarideos e oligossacarideos especificos (Sze &Tzi, 2011).
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2.5. SCENEDESMUS SP.

Scenedesmus sp. é uma microalga aquatica, dominante em lagos de agua
doce e rios (Kim et al.,, 2013). Pertence ao grupo das algas verdes do dominio
Eukarya chorophyta da classe Euhlorophyceae ordem Chlorococcales da familia

Scenedesmaceae (Ramos et al.,2007).

Figura 4. Scenedesmus sp.

Fonte:http://www.planktonforum.eu/index. php.

S&o clorofiladas, unicelulares e uninucleadas, possui forma elipsoidal
(Figura 6), as colbnias sdo planas (série linear) com as células agrupadas em
numero de 4, 8, raramente 16 ou 32 (Stankiewicz et al., 1981).

Em meio com pouco fésforo ou sais minerais, o género Scenedesmus é
induzido a crescer como Unica célula, semelhante aos géneros Chodatella e
Franceia, e quando privado de nitrogénio, podem ocasionalmente formar

zoosporos (Trainor, 1998).

Figura 5. Scenedesmus acunae. Barras de escala: 10 uym.

Fonte: Souzaet al., 2013.
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O género Scenedesmussp., € descrito na literatura como fonte protéica e
lipideos como descrito na (Tabela 3). Esta microalga foi considerada uma das
mais promissoras para a producdo de biodiesel, pois possui teor lipidico e
produtividade relativamente elevados e € relativamente facil de cultivar (Jena et
al., 2012).

Tabela 3. Compostos extraidos da biomassa de microalgas descritos na literatura

Microalga Compostos extraidos da Fonte
biomassa
Scenedesmus sp. Hidrolisados protéicos Tchorbanov,
Bozhkova,
1988
Biodiesel Mandal;
Scenedesmus Mallick:
obliquus 2009
Scenedesmus Lipideos Choi et al.;
obliquus 1987
Scenedesmus Biodiesel e bioethanol Ashokkumar
bijugatus et al., 2015
Scenedesmus Carotenoids Macias-
almeriensis Sénchez et
al., 2010
Scenedesmus sp. Proteinas e biocombustivel Garcia-
Moscoso et
al., 2013

Fonte: Adaptado: Souzaet al., 2013.

A biomassa da Scenedesmus sp € compostapor uma 6tima fonte de proteina
destacamos as lectinas, que tornaram-se o foco de intenso interesse em diversas
areas em particular, para as pesquisas e aplicacdes na agricultura, medicina entre
outros.Estas proteinas com caracteristicas Unicas tém encontrado uso em
diversos campos a medida que mais lectinas estdo sendo isoladas e sua funcao
elucidada. (Movafagh et al., 2013).
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2.6. LECTINAS

As proteinas estdo entre os quatros grandes grupos de macromoléculas
biolégicas em maior quantidade, que ocorrem em todas as células, estdo no
centro da acéo dos processos bioldgicos e sdo extremamente versateis em suas
fungbes. Elas estdo envolvidas no metabolismo celular, como enzimas, inibidores
de enzimas, hormdnios, proteinas de transporte, estruturais, de reserva, de
defesa, que geram forca mecéanica e eletroquimica. Dentre as proteinas, a lectina

destaca-se como uma das mais importantes (Figura 6) (Gaboret al.,2001)

Figura 6. Esquema ilustrativo da interagdo da lectina com um carboidrato especifico através de

dominio de reconhecimento a carboidratos.

DRC

r

igagcdes de Hidrogénio

InteragcSes Hidrofébicas ==

Fonte: Silva et al., 2012

As lectinas sdo um grupo de proteinas ou glicoproteinas de origem nao
imune que interage especificamente e de forma reversivel com carboidratos
através de ligacdes ndo-covalentes (Singh et al., 2017). Esta ligacdo, que ocorre
com acgucares isolados ou em estruturas maiores, como glicoproteinas e
glicolipidios, ocorre devido a um dominio de reconhecimento de carboidratos
dentro de sua estrutura (Cagliari et al.,, 2018) (figura 6). S&o ainda conhecidas
pela sua especificidade de aglutinar algunssubgrupos sanguineos do sistema
ABO, subgrupos Al e A2.
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O nome lectina, que deriva do latimlectus (escolhido, selecionado) (Kennedy et
al., 1995; Matsui et al., 2001).

E diversa a distribuicdo de lectinas na natureza, fazendo com que elas
estejam presentes em todos o0s reinos, inclusive podendo ser encontradas em
bactérias (Imbert et al., 2004); virus (Gamblin et al., 2004); algas (Han et al.,
2010); vegetais (Leite et al., 2005; Solet al., 2007); fungos (Khan et al., 2007,
Leonidas et al., 2007); liquens (Silva et al., 2009); invertebrados: esponjas (Moura
et al., 2006); cnidarios (Fenton-Navarro et al., 2003); moluscos (Takahashi et al.,
2008; Kong et al., 2011); crustaceos (Xu et al., 2010); insetos (Ourth et al., 2005);
vertebrados: peixes (Terada et al., 2007); répteis (Nunes et al., 2011); aves
(Hogenkamp et al., 2006); mamiferos (Ola et al., 2007).

As lectinas podem ser classificadas de diferentes formas, como em relacao
a sua especificidade ao carboidrato ou glicoconjugado, quantidade e tipos de
dominios de ligacdo, a dependéncia de ions divalentes e quanto a fonte de
obtencdo A sua atividade € principalmente influenciada pelo pH e

temperatura.(Silva et al., 2012)

Tabela 4. Classificacao das lectinas quanto a sua especificidade ao ligante.

Familias Exemplos Fonte
Lectinas ligadoras de Cratylia mollis seeds Lectin
. Melo et al., 2011
glicose/manose (CramolLL)
Lectinas ligadoras de Schinus terebinthifolius Leaves
o ) _ Gomes et al., 2013
acetilglicosamina Lectin (SteLL)
_ _ Bothrops leucurus venon Lectin
Lectinas ligadoras de galactose BIL) Nunes et al., 2011
Lectinas ligadoras de N- Lectina de macréfago humano

. _ Takada et al., 2004
acetilgalactosamina (hMGL)

_ _ Colossoma macropomum
Lectinas ligadoras de fucose , Carvalho et al., 2012
Lectin (ComaSelL)

Lectinas ligadoras de &cido Gymnopilus spectabilis Lectin )
o Alborés et al., 2014
sialico (GSL)
Lectinas ligadoras de Sebastiania jacobinensis Bark

: . . . Vaz et al., 2010
glicoproteinas Lectin (SejaBL)
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_ _ _ Aspergillus gorakhpurensis _
Lectinas ligadoras de mucina Lect Singh et al., 2017
ectin

Fonte: Adaptado: Silva, 2017.

Para a terminologia das lectinas ndo existe um padrdo (Povineli et al.,
2002). Por isso, vérias lectinas sdo nomeadas de acordo com o local onde as
espécies foram isoladas ou purificadas, por exemplo, lectina isolada das
sementes de Crotalaria pallida Aiton ou CpL (Rego et al.,, 2002). Outras s&o
nomeadas com base na especificidade ao carboidrato, isto €, lectina especifica
para D-galactose extraida do latex de Synadenium carinatum B. (Souza et al.,
2005). Ainda, sua classificacdo é baseada no nome cientifico ou popular da
espécie, por exemplo, Heveina, uma lectina extraida do latex da seringueira

Hevea brasiliensis (Van Parijs et al., 1991).

Figura 7. Representacdo esquemética de aglutinacdo por lectinas aos carboidratos da superficie

dos eritrécitos.

Fonte: Kennedy et al., 1995

De acordo com sua estrutura geral, as lectinas sao ainda subdivididas em
Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e Superlectinas. As merolectinas sao
caracterizadas por possuirem um sitio de ligacdo para carboidratos, serem
peguenas, com um Unico peptideo e ndo possuem a capacidade de aglutinar
células por serem monovalentes. As Hololectinas apresentam multiplos sitios de

ligacdo a carboidratos, podendo aglutinar células ou glicoconjugados.
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As Quimerolectinas possuem um ou mais sitios de ligacdo a carboidratos e
possuem atividade catalitica. Por fim, as Superlectinas apresentam dois ou mais
sitios de ligacdo a carboidratos, porém estes apresentam diferentes
especificidades (Peumans & Van Damme, 1995).

O comecgo das pesquisas sobre lectinas foi marcado pela descoberta de
Stillmark ao estudar a toxicidade de extratos de Ricinus communis (mamona). Ele
observou sua capacidade para aglutinar eritrocitos, devido a presenca de uma
proteina extraida, a ricina. O primeiro relato a respeito de lectinas se deu em 1888
(Kennedy et al., 1995).

Em 1888 Hermann Stillmark, ao observar a aglutinagcdo de células
vermelhas do sangue (atividade hemaglutinante) por extratos do feijdo castor
(Ricinus communis — Ricina), cresceu o estudo de aplicacdes destas proteinas
(Gabor et al., 2001).

Estas informacdes atrairam a atencdo de Paul Ehrlich que, trabalhando
com a proteina de Abrus precatorius com propriedade similar a ricina, na ultima
década de 1800, introduziu as lectinas dentro da pesquisa imunoldgica (Sharon,
1989; Kennedy et al., 1994).

Pouco tempo depois, outra hemaglutinina, chamada abrina, foi encontrada
em sementes de Abrus precatorius (Jequiriti). Porém, somente em 1960 o estudo
sobre lectinas foi ganhando forca, chamando a atencdo para a investigacdo e
aplicacao delas (Gabor et al., 2004).

Algumas lectinas possuem especificidade para mais de um carboidrato,
aglutinando células de diferentes espécies. Também existem lectinas que sé
aglutinam as células em que houver a presenca de um determinado carboidrato
(Kabir, 1998; Sato et al., 2000; Gabor et al., 2001; Coutifio-Rodriguéz et al., 2001).
Peumans e Van Damme (2003), por exemplo, estudaram lectinas de plantas que
exibem uma ampla especificidade para carboidrato, sendo que outras apresentam
maior afinidade para oligossacarideos do que para acUcares simples ou tém
especificidade direcionada contra glicanos estranhos (que ndo sdo proprios da
planta), além disso, lectinas estruturalmente diferentes podem reconhecer o
mesmo carboidrato.

A especificidade de uma lectina a carboidratos ou glicoconjugados tem sido
realizada através de ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante (AH),

utilizando diferentes carboidratos (Gabor et al., 2001; Ng e Yu, 2001). As lectinas
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possuem valiosas ferramentas para a investigacdo estrutural de complexo de
carboidrato, especialmente glicoproteinas, e para a analise de mudancas que
ocorrem sobre a superficie celular durante os processos fisioldgicos e patologicos,
desde células normais até células transformadas no cancer (Sharon e Lis, 2001).
Ademais, lectinas sdo usadas para obter insights em processos biolégicos
essenciais, incluindo proliferacdo celular, apoptose, metastase de células
neoplasicas, especialmente infeccdo microbiana, dentre outros usos (Van Buul &
Brouns, 2014).

Na natureza, as lectinas tém o importante papel de reconhecimento
biolégico entre células e proteinas e protegem as plantas contra patdgenos (Van
Buul & Brouns, 2014). As lectinas podem ser utilizadas como matrizes de
afinidade para a purificacdo de varias glicoproteinas, glicolipideos (ou qualquer
amostra que contenha sacarideo) de grande importancia médica, como a
purificacdo de glicoproteinas e na identificagdo de algumas doengas como o virus
HIV (do inglés - human immunodeficiency virus) o qual estd sendo utilizado no
desenvolvimento de vacinas (Gilllam, 1993; Bertrand et al., 1998) e também para
a purificacao de IgA e IgM (Fassina et al., 2001).

A afinidade de lectinas por glicoproteinas de superficie celular tem sido
usada, também para a identificacdo de microrganismos (Wu et al., 2000) ou para
identificacdo de grupos sanguineos ABO e seus subgrupos. (Matsui et al., 2001).

Algumas lectinas possuem afinidades especificas por grupos sanguineos,
podendo apresentar diferentes valores de atividade hemaglutinante com
eritrécitos de diferentes animais e podem ser especificas para determinado tipo
sanguineo, como a lectina de Salviabogotensis, que s6 aglutina eritrécitos
humanos Tn (VegaePérez, 2006), a lectina BAA-Ade Bunodeo psisantilliensis
(Fenton-Navarroet al., 2003) e a de Tachypleus tridentatusi (Nagai, 1999),
especificas para eritrécito tipo A, e as lectinas de Charybdis japonica
(Umetsu,1991), a do cogumelo Marasmius oreades (Winter et al., 2002) e a
aglutinina-B (BAA-B) de Bunodeopsis antilliensis, (Fenton-Navarroet al., 2003),
especi ficas para eritrocitos tipo B. Diferentemente uma lectina fungica da
espécie Cordxceps militaris, denominada CML, aglutina eritrocitos de ratos e

camundongos, mas ndo aglutina eritrécitos do grupo ABO (Junget al.,2007).
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As lectinas algais tém imenso potencial e sdo objeto de intensa pesquisa
devido ao grande numero de aplicacbes biomédicas, como atividades anti-HIV,
antitumoral, antimicrobiana, antiinflamatoria e antinociceptiva (Singh et al., 2017).
No entanto, pouco se tem explorado e estudado sobre esta proteina em algas e
microalgas, o que contribui para despertar um maior interesse dos pesquisadores

a respeito desta fonte de lectinas.

2.6.1 LECTINAS DE ALGAS E MICROALGAS

As lectinas encontradas comercialmente sdo principalmente extraidas de
plantas terrestres, sendo o estudo de lectinas presentes em microalgas menos
difuso na ciéncia. Estudos com algas marinhas revelaram que as lectinas
presentes neste organismo mostraram natureza protéica semelhante aquela
encontrada em lectinas de plantas terrestres, com apenas algumas diferencas em
suas propriedades, como peso molecular menor e mais especificidade a
oligossacarideos ou glicoproteinas (Rogers & Hori, 1993).

Ademais, as lectinas de algas sdo monomeéricas, exibem um alto contetdo
de aminoéacidos acidos, ndo necessitam de ions metdlicos para sua atividade
biolégica e tém alto potencial para aplicacdes biomédicas, como atividades anti-
HIV, antitumoral, antimicrobiana, anti-inflamatéria e antinociceptiva (Singh et al.,
2018).

Até o presente momento, a pesquisa para extracdo de lectinas de algas

utilizou cerca de 800 espécies, onde aproximadamente 60 % das algas
apresentaram atividade de lectina (Teixeira et al., 2012). No entanto, poucas sdo
as espécies de microalgas (50 espécies) realmente analisadas e estudadas para
extracdo de lectinas (Hwang et al., 2018).
Entre algas e microalgas pesquisadas atualmente e com alto teor de protéico e
lectinas, estdo Chlorella pyrenoidosa, Chlorella vulgaris,Chlorococcum
infusiformis, Desmodesmus dimorphus, D. subspicatus e Scenedesmus
guadricauda(Chun et. al, 2006).



32

As microalgas s&o organismos promissores em relacdo aos seus compostos
bioativos, como as lectinas. Por isso, a necessidade de se estudar ainda mais
estes organismos e as lectinas que podem ser extraidas deles. (Cavalcanti et al.,
2016).

2.6.2 LECTINA ANTI-A1 E A2

O Polimorfismo nos genes que codificam o sistema sanguineo ABO pode
diminuir a quantidade de antigenos A ou B em células sanguineas vermelhas,
dando origem aos subgrupos no sistema. A ocorréncia de variantes devido a
heterogeneidade dos alelos A e B dificultam a pratica imunohematolégica.
Ademais, A1 e A2 sdo os principais subgrupos do grupo sanguineo A e eles
diferem um do outro, tanto qualitativa como quantitativamente. Subgrupos de A
podem resultar em discrepancias na tipagem sanguinea ABO (Shastry et al.,
2010).

Diferentes niveis de expressao de antigenos A ou B nos eritrocitos podem
ser encontrados, sendo chamados de subgrupos de A ou B, conforme a
intensidade de aglutinacdo dos eritrocitos com 0s reagentes anti-A, anti-B, anti-
AB, anti-Al e anti-H. A reatividade do reagente anti-H com as hemacias dos
diferentes grupos sanguineos ABO tende a ser: O>A2>B>A2B>A1>A1B (Henry
,2001).

O fendtipo A2, comum em caucasianos, € detectado, sorologicamente, por
meio da capacidade desses eritrocitos aglutinarem na presenca de soro anti-A e
de ndo aglutinarem com o soro lectina anti-Al, diferentemente do fendtipo Al
cujas hemacias sdo aglutinadas na presenca desse reagente. O alelo A2 (A201) é
caracterizado pela substituicdo de uma Unica base e uma delecdo (Svensson et
al., 2009).

Atualmente, reconhece que o fenotipo A1l tem uma base genética com o
fendtipo A2 sendo definida por uma transferase de A2 que é relativamente
ineficiente em relacdo a transferase de Al (Nardozzaet al., 2010).

Estudos demonstram que os fenodtipos A2 e Al apresentam diferencas
soroldgicas (reacdo com lectinas anti-Al e anti-H), quimicas (um glicolipido A
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ativo em células Al estd ausente em células A2) e enzimaticas (diferentes pH
otimos. (Reid et al., 2004)

Os dois principais alelos de A, Al e A2 sao diferenciados sorologicamente
de acordo com a reatividade das células com a lectina de sementes de Dolichos
biflorus. A lectina de D. biflorus reage especificamente com células do subgrupo
Al; logo, aglutina hemécias Al, mas ndo A2 (Svensson et al., 2009).

A prevaléncia de subgrupos de A varia de acordo com o lugar e com a
raca. As frequéncias observadas de Al e A2 sdo geralmente compativeis com o
equilibrio de Hardy-Weinberg para a herangca mendeliana dos genes alélicos Al e
A2 (Girello, Ana et al., 2007).

No entanto, em algumas populacfes, tais como negros e japoneses, a
frequéncia do fenotipo A2B é significativamente mais elevada do que a frequéncia
esperada com base na frequéncia do fenétipo A2 (Oliveira et al., 2003).

Dessa forma,0 uso de outras fontes de lectinas no sistema ABO vem
despertando interesse pelo fato que nossas células sanguineas, séao divididas nos
grupos A, B, AB, O e alguns subgrupos desse sistema. Essa divisdo € baseada
em diferentes acucares exibido na superficie das células, as lectinas sdo capazes
de diferenciar essas células, identificando e auxiliar na compreenséo da estrutura
celular, fazendo se necessérios mais estudos de novas lectinas. (Svensson,
2009).

2.7. CARACTERIZACAO DAS LECTINAS

As lectinas podem ser caracterizadas quanto a especificidade ao sistema
ABO ou entre eritrocitos de animais, a inibicdo por carboidratos simples ou
complexos ou glicoconjugados, em relacdo a dependéncia de ions e a influencia
de diferentes pH e temperaturas. Ademais, estas proteinas contém dois ou mais
sitios de ligacdo a carboidrato e sua caracterizacao fisico-quimica é importante
para explicar seu comportamento em diferentes propriedades biolégicas (Cavada
et al., 1998; Machuka et al., 1999; Sacchettini et al., 2001; Sharon e Lis, 2001).



34

A dependéncia de ions ou ndo é muito importante, pois existe lectinas que
necessitam destes para exercer sua atividade bioldgica (Sharon e Lis, 1990).
Algumas lectinas séo termo sensiveis, outras termoestaveis, isso significa que tais
proteinas tém sua atividade otimizada em determinadas temperaturas.Algumas
lectinas permanecem ativas até 55—-65 °C entdo, com a elevagédo da temperatura,
a AH decai até desaparecer e outras continuam até 100 °C (Oliveira et al., 2002).

Outra avaliacdo importante é a estabilidade em diferentes valores de pH,
pois estas proteinas devem ser mantidas em solucdo que apresentem condicfes
ideais a sua manutencao nativa e consequente utilizacdo nos experimentos a que
podem ser submetidas; pois elas podem sofrer desnaturagdo em pH desfavoravel.
O pH tem efeito variado sobre as lectinas, em alguns casos nao afeta a atividade
(Wititsuwannakul et al.,1998) em outros a lectina perde a atividade em
determinada faixa de pHe outras ficam ativas em valores de pH que variam de 4—
11. (Ngaie,2004).

A AH da lectinas também pode ser avaliada em relacdo a acdo de enzimas

proteoliticas, pois estas podem alterar a AH ou nédo (Wititsuwannakuletal., 1998).
2.8. PURIFICAC;AO DAS LECTINAS

Alguns métodos comuns utilizados na purificacdo de proteinas sao
aplicados para purificar as lectinas. Na figura 10 os passos para a purificacdo de
proteinas sdo apresentados.

A producdo de biomoléculas geralmente envolve um meio de cultivo, no
qual o produto alvo esta diluido. Para a aplicacdo medicinal e farmacéutica, é
necessario que o grau de pureza da molécula de interesse seja elevado. Por isso,
durantera a etapa downstream da producao, diversas operacfes unitarias sao

aplicadas para promover a purificacdo do produto. (Figura 8) (Pessoa Jret
al., 2008).
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Figura 8. Diagrama de um processo genérico de purificacdo de produtos biotecnolégicos
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Fonte: Pessoa Jr; Kilikian, (2008).

Todos esses processos de separagdo sdo baseados na diferenca das
caracteristicas dos componentes da mistura. Para proteinas, a purificacdo da sua
forma ativa pode ser baseada na sua solubilidade, tamanho da molécula e carga.
No geral, elas sofrem um processo de concentracdo (por exemplo, por
precipitacdo), seguida de uma remocado de impurezas (Thadathil & Velappan,
2014).

Na maioria dos casos, 0 numero de etapas no processo inteiro de
purificacdo vai aumentando tal como o grau de pureza necessario (Wilken &
Nikolov, 2012).

Na preparacdo do extrato, o material é submetido a extracdo sob periodo
especifico de tempo e condi¢cdes de temperatura estabelecidas, sob agitacdo
constante. Dessa forma, as proteinas podem ser isoladas por alguns métodos,
tais como o fracionamento de proteinas com sais. O sulfato de aménio, altamente
hidrofilico, remove a camada de solvatacdo das proteinas fazendo com que as
mesmas se precipitem (Delatorre et al., 2006).

As lectinas parcialmente purificadas pelo tratamento salino sdo geralmente
submetidas ao processo de dialise em membranas semipermeéaveis, método

baseado na separacdo de moléculas por diferencas de peso molecular; as
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proteinas ficam retidas dentro da membrana enquanto moléculas menores (como
carboidratos ou sais), presentes na amostra, passam para a solugcdo solvente
(Thakur et al., 2007).

Lectinas podem ser purificadas a homogeneidade através de cromatografia
de afinidade (Sun et al., 2007), cromatografia de troca ibnica (Santi-Gadelha et al.,
2006) ou cromatografia de gel filtracdo (Moura et al., 2006). O que pode ser
modificado s&o, principalmente, as matrizes utilizadas nessas cromatografias,
cuja escolha depende da especificidade a carboidratos (cromatografia de
afinidade), carga liquida (cromatografia de troca i6nica) e tamanho molecular da
proteina (cromatografia de gel filtracao).

A cromatografia de afinidade, técnica bastante utilizada no processo de
purificacdo, tem como principio de separacdo a habilidade das lectinas se ligarem
especificamente a suportes polissacarideos, através de ligacdes ndo-covalentes.
A proteina desejada é obtida com alto grau de pureza, alterando-se as condi¢des
de pH, forca i6nica ou pela eluicdo com uma solucdo contendo um competidor
(Peumans & Van Damme, 1998).

A cromatografia de exclusdo molecular ou filtragdo em gel peneira
molecular € um método simples e baseia-se na separacdo de biomoléculas de
acordo com seu tamanho (figura 9). A mistura proteica passa através de uma
coluna contendo esferas de gel cujos poros, possuem intervalos de tamanhos
relativamente estreitos. As moléculas maiores que ndo penetram nos poros do gel
sdo diluidas primeiro, enquanto que as moléculas de tamanho menores capazes
de penetrar no gel vao passando lentamente, de modo que a separacdo € de

ordem decrescente de massa molar (Heu et al., 1995).

Figura9. Coluna cromatogréafica de exclusédo molecular.
-<—Saolvente

=« Fase
estacionaria

-=<— Algodao
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Fonte: SBQ: http:/gnint.sbq.org.br (2014)

Este tipo de cromatografia € usado tanto para obter preparacdes
homogéneas (Bezerra et al.,2001), como para definir a massa molar da proteina
nativa (Kawagishi et al., 2001).

Estas cromatografias podem ser usadas em técnicas de alta resolucéo
para purificacdo de lectinas em sistemas Comocromatografia liquida de rapida
resolugéo (FPLC — Fast Protein Liquid Chromatography), utilizando cromatografia
de troca de ionicas sobre coluna de Mono Q ou Mono S (Mo et al., 1993, Chung
et al., 2001), bem como, exclusdo molecular (Jimbo et al., 2000) ainda, (HPLC)

cromatografia liquida de alta resolucéo. (Figura 10).

Figura 10. Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia.
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c. Valvula de
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d. Coluna

e. Detector

_ f. Registrador
Fonte: SBQ: http://gnint.sbq.org.br (2014).

3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Purificar e caracterizar bioquimicamente lectinas obtidas a partir do extrato

proteico de Scenedesmus sp.
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3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Avaliar a melhor concentracdo de sulfato de amonio para a precipitacdo da
lectina entre 0-60 e 60-80%;

o Estabelecer um protocolo de purificacdo da lectina;

o Estimar o peso molecularda lectina;

o Determinar a especificidade da lectina por carboidratos;

o Caracterizar fisico-quimicamente a lectina;

o Determinar a atividade biolégica da lectina em relagdo ao possivel
reconhecimento de antigenos do sistema ABO, subgrupo Al e A2.
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RESUMO

Lectinas tem aplicacbes potenciais na agricultura, na medicina, na pesquisa
biotecnoldgica e tem se tornado uma importante ferramenta na identificacdo de
diferentes grupos sanguineos. Pode ser obtida a partir de diferentes fontes, como
microalgas. Tetradesmus obliquus pertence a um grupo de microalgas verdes que
produzem bioativos com alto valor agregado. Uma nova lectina foi purificada da
microalga Tetradesmus obliquus por cromatografia de troca ibnica e caracterizada
por determinagdo molecular de massa, reconhecimento de sangue humano e de
coelho tipo ABO, inibicdo por carboidrato e glicoproteina, pH ideal e temperatura e
sua estabilidade. Lectina foi efetivamente purificada com 2 a 3 vezes usando troca
ibnica. Ela aglutinou tipo humano O e eritrécitos de coelho, mas néo eritrécitos
humanos dos tipos Al, A2, A, B e AB. Lectina apresentou pH ideal entre 7.0 - 7.5
e estavel por 90 minutos enquanto a temperatura ideal de 20-50 °C apresentou
uma termo estabilidade muito boa. A lectina tem aparente massa molecular de 78
kDa, determinada por filtragem de gel e sua atividade foi diminuindo na presenca
de ions e inibida apenas pelas glicoproteinas azoalbumina, azocaseina e
albumina, caracteristicas que indicam que a lectina da Tetradesmus obliquus é

Unica entre lectinas de microalgas.

Palavras-chave: tipo ABO, caracterizacdo bioquimica, Chlorophyceae

Haemagglutinins, isolamento.
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1. INTRODUCAO

Lectina ou hemaglutininas sdo proteinas/glicoproteinas vinculadoras de
carboidrato reversivelmente de origem n&o-imune com multiplos potenciais de
aplicacdo na agricultura, medicina e pesquisa biotecnoldgica. Tem sido bem
documentado que lectinas desempenham papéis importantes em reconhecimento
celular e molecular e vem sendo explorada como portadora de agentes
quimioterapéuticos, biomarcadora de microorganismos especificos, potenciais
reagentes diagnésticos, e drogas anticancer, antiviral, antimicrobiana,
antiparasitéria e anti-inflamatoria e atividade larvicida (Coelho et al. 2017).

Além disso, lectinas parecem comparaveis a anticorpos em sua sensibilidade
e essa propriedade é util e campos clinicos. Demonstra alta reacao especifica a
diferentes carboidratos que estdo presentes na superficie da membrana dos
eritrécitos, vincula-se a glicoproteinas ou glicolipidios, especifica grupos
sanguineos ABO ou MN. Recentemente, um numero limite de lectinas tem sido
usadas no reconhecimento de grupos sanguineos. No grupo sanguineo ABO
especialmente, lectinas de Dolichos biflorus, Vicia craca, Phaseolus limensis,
Otola lactea and Crotolaria striata potencialmente reconhecem grupo sanguineo
substancia-A (Khan et al. 2002), mas apenas lectinas de Dolichos biflorus séo
consideradas comercialmente Anti-Al.

Lectinas sao difundidas na distribuicdo e tem sido isoladas de virus, bactéria,
fungo, insetos, plantas, algas e vertebrados. Lectinas purificadas em diferentes
espécies ou até as mesmas espécies podem mostrar diferencas nas estruturas,
no tamanho molecular e especificidade de carboidrato, resultando em diferentes
propriedades bioldgicas.

Lectinas de plantas foram intensamente estudadas, especialmente de
Canavalia spp. Contudo, lectinas extraidas de microorganismos fotossintéticos
sdo pouco conhecidos. Na literatura, existem registros de lectinas extraidas dos
microorganismos fotossintéticos Nostoc, Microcystis, Oscillatoria, Scytonema,
Chlorella, Scenedesmus, Desmodesmus e Chlorococcum. Apesar de um
progresso consideravel ter sido feito em entender a distribuicdo e caracteristica
bioquimica de lectinas em microalgas, muito menos é sabido sobre as lectinas de
algas do que daquelas derivadas de plantas. Isso significa que a utilizacado de
lectinas de algas néo é tdo avancado quanto a de lectinas de outras fontes.
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Tetradesmus obliguus €é uma microalga verde recentemente
taxonomicamente rearranjada, com algumas espécies dos géneros Acutodesmus
e Scenedesmus genero incluindo Scenedesmus acutus (detalhes em Wynne e
Hallan, 2016). Esse grupo de microalgas (Chlorophyceae Sccenedesmaceae)
podem ser uma fonte promissora de lectinas, pois ja mostrou produzir uma grande
variedade de produtos bioativos com valores comerciais potenciais, como lipidios,
carboidratos, proteinas, vitaminas, aminoacidos e betacaroteno que sédo usados
como matéria prima para producdo de energia, aditivos alimenticios, alimentos,
cosméticos e medicina (Ishag et al. 2016). Além disso, bioprocessos de
microalgas tem sido destacados porque ndo competem com cultivos de alimentos,
que requerem terra aravel e podem usar restos como nutrientes para o seu
desenvolvimento.

No presente estudo, uma lectina de microalga Tetradesmus obliquus foi
purificada, caracterizada e avaliada por seu potencial e aglutinacdo da diferenga

em grupo sanguineo.
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2. MATERAIS E METODOS
2.1. MICROORGANISMOS E CONDICOES DE CULTURA

Tetradesmus obliquus (A5F5402) foi isolado do Agude de Apipucos (Recife,
Pernambuco, Brasil, coordenadas 8° 1'13.08"S; 34°55'56.51"W) e cultivado em
frascos Erlenmeyer de 250 ml, cada um contendo 50ml de liquido médio BG-1,
temperatura de 30 + 1°C, intensidade de luz continua de 52 £ 4 pmol fétons m-2
s-1, sob constante arejamento por 15 dias, quando alcancado no fim da fase de
crescimento logaritmico. Entdo as células foram removidas por filtragem, secas e

usadas para andlise adicional.

2.2. EXTRACAO DE LECTINA

A biomassa seca foi homogeneizada na concentracdo de 100 mg mL-1 em
uma solucdo tampao salina Tris-HCI (0.2 M, pH 7.2), usando um homogeneizador
magnético por 9 horas a 4 °C (CHU et al. 2006). O homogeneizado foi centrifugado a
10 000 xgpor 8 minutos a 4 °C. O flutuante foi o extrato bruto da microalga

Tetradesmus obliquus.

2.3. PASSO DE PRECIPITACAO

O extrato bruto foi precipitado adicionando sulfato de amonia lentamente ao
extrato celular clarificado com mexidas gentis a 4 °C até que a solucao estivesse
saturada a concentracao de 0-60% e 60 — 80% (w/v). A proteina precipitada por
centrifugagédo (8000xg por 30 minutos) foi dissolvida em 10 mM Tris-HC1 de
solugéo tampéo (pH 7.5) e dialisado com a mesma solugédo por 18h a 4 °C.
Depois da didlise, a atividade hemaglutinante e o conteddo proteico de cada

fracdo foram estimados.
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2.4. PURIFICACAO DA LECTINA DE SCENEDESMUS SP.
(=TETRADESMUS OBLIQUUS)

A lectina T. obliquus foi purificada usando cromatografia de troca idnica de
uma etapa. O flutuante (extrato bruto) de T. obliquus precipitado foi carregado em
cromatografia de troca anionica usando uma coluna deDEAE Sephadex A-50 (1.6
cm x10 cm) pre equilibrado com 20 mM Tris-HCI buffer pH 7.2. A fracdo néo
absorvida foi eluida com a solucdo tampéo equilibradora. Eluicdo foi mantida
numa taxa de fluxo de 1 mL min-t e a absor¢éo foi monitorada a 280 nm. O pico

foi pooled, concentrado e atividade hemaglutinante foi determinada.

2.5. DETERMINACAO DE MASSA MOLECULAR POR
CROMATOGRAFIA POR EXCLUSAO DE TAMANHO NUMA
COLUNA FPLC-SUPERDEX G-75

Massa molecular da lectina T. obliquus purificada foi determinada por
filtragem em gel. Brevemente, depois de usar cromatografia anidbnica em DEAE-
sephadex, fracbes exibindo atividade hemaglutinante foram agrupadas,
concentradas, e injetadas em uma coluna de fluxo rapido FPLC- Superdex G-75
HR10/300GL (1.0 cm x 80 cm) (AKTATM avant 25, Uppsala, Suécia) pré-
equilibradacom solucao tampao de 10 mM Tris-HCI (pH 7.0). A taxa de elui¢ao foi
1 mL min-! e a absor¢cdo determinada a 280 nm. Picos foram usados para
determinar a atividade hemaglutinante. Determinacdes de peso foram alcancadas
usando o kit de marcadores de filtragem em gel para peso de proteina molecular
6 ,500-66,000 da Sigma-Aldrich.

2.6. TESTE DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A atividade hemaglutinante em eritrocitos tratados com glutaraldeido foi
realizada usando o método relatado por Correia e Coelho (1995). Duas diluicdes
seriadas da amostra (50 uL) foram misturadas com 2.5% (v/v) de solugao tampao
de eritrocitos (50 pL) a 25 °C numa placa de microtitulagédo de 96 pogos. Salina foi
usada como controle branco e os resultados foram registrados depois de

incubacgéo a 25 °C por 45 minutos. A atividade da lectina foi determinada por sua
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habilidade em aglutinar eritrécitos. A hemaglutinacao foi registrada visualmente e
a formacao de tapete indicou a presenca da atividade da lectina, enquanto a
formacédo de botdes no fundo da cavidade mostrou a auséncia da atividade da
lectina. O nimero maximo de uma diluicdo serial de duas vezes da amostra

mostrando atividade hemaglutinante foi definida como a titulagdo hemaglutinante

().
2.7.CONCENTRACAO DE PROTEINA

A concentracao total de proteina foi mensurada pelo método de Smith et al.
(1985), usando albumina de sérum bovino como a proteina padréo de acordo com

o procedimento do fabricante (Pierce, Rockford, IL, EUA).
2.8. AMOSTRA DE ERITROCITOS

Os eritrocitos foram obtidos de amostras de sangue de coelho e humano
dos grupos A, B, AB, O e os subgrupos Al e A2. O sangue foi misturado com 1/10
volume de 3.7% Na-citrato e centrifugado a 8000 xg por 20 minutos e reservado
até o uso. Todas as amostras de sangue humano coletadas usadas no laboratério
foram aprovadas pelo Isntitutional Animal Ethics Comittee (IAEC), Brasil,
diretrizes(CAAE NUMBER.70381317.0.0000.5207).

O reconhecimento do subgrupo Al foi realizado usando a técnica de tubo
da empresa (Lorne Laboratories LTD, 2017). A uma suspensdo de células
vermelhas (eritrcitos) de 2-3% foi lavada 3 vezes em solugéo PBS e adicionado
0 reagente Lorne lectina Anti-Al (Dolichos biflorus) em um teste de tubo como

controle positivo.
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2.9. INIBICAO HEMAGLUTINANTE POR ACUCARES E
GLICOPRETEINAS

Sacarideos com alta afinidade pela lectina poderiam bloquear o binding site
da lectina de glicoproteinas/glicolipidios de células sanguineas vermelhas,
inibindo a hemaglutinacdo. A analise da inibicAo do acucar foi realizada de
maneira analoga ao teste de hemaglutinacdo. DiluicBes seriadas de duas series
de 25 pl de varios agucares (20 mM) ou amostras de glicoproteinas (1%) foram
preparadas em uma placa de microtitulacdo em forma de U de 96 alvéolos.
Depois disso, 25 ul de amostra de lectina com 2048 unidades hemaglutinantes
foram adicionadas a solugdo. A lamina foi encubada em temperatura ambiente
por 40 min seguida da adigdo de 50 pl de 2.5% suspensdo de eritrécitos de
coelho a cada alvéolo. O namero de alvéolos que mostraram hemaglutinacao foi
contabilizado e comparado para controle, no qual PBS foi adicionado ao invés de
acucar ou solucdo de glicoproteina. AcuUcares utilizados incluiram ramnose,
arabinose, frutose, glucose, sucrose, galactose, rafinose; e glicoproteinas foram
lactoferrina, azalbumina, azocaseina, lisozima e albumina. A atividade residual foi
determinada sob condi¢cbes de analise padrdo e expressada em porcentagem

atividade relativa comparada a amostras de controle.

2.10. EFEITO DE IONS NA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A lectina purificada foi pré-incubada em temperatura ambiente por 30 min
com 10 mM de varios ions como ZnS0O4, ZnCI2, FeClI3, FeCl2, MnSO4, CaCl2,
CuS04, MgS04, Na2S203 e K2S205. Entédo, 2.5% de eritrécitos de sistema de
coelho (v/v) foram adicionados e as amostras foram incubadas em um banho de
agua a 37 °C por 120 min. Depois da incubacéo, a atividade hemaglutinante foi

analisada como descrito anteriormente.



54

2.10.1. EFEITO DE pH E TEMPERATURA NA ATIVIDADE
HEMAGLUTINANTE

A influéncia do pH na atividade hemaglutinante foi determinada incubando
lectina purificada a 25 °C por 30 min em solu¢des tampado 10 mM de pHs
diferentes:fosfato de citrato (pH 4.0 — 7.5) e Tris-HCI (pH 7.0 — 9.0), glicina-NaOH
(10.0). Para determinar estabilidade de pH, a lectina purificada (50 pl) foi incubada
com buffers (50 ul) a 25 °C de varios pHs e depois as amostras foram
neutralizadas e a atividade foi examinada apés 30 min, 60 min e 90 min para
elucidar a estabilidade do pH da lectina em pHs variados. A atividade residual foi
determinada sob condi¢des de analise padrao.

Para determinar a temperatura ideal, a atividade hemaglutinante foi
mensurada a temperaturas que variaram entre 20 e 100 °C. A estabilidade
térmica foi examinada com pré-incubacdo da lectina purificada a temperaturas
determinadas depois de 30, 60 e 90 min de incubacdo e analisada para

hemaglutinacdo sob condi¢cdes de analise padrao.
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3. RESULTADOS

O extrato de T. obliquus aglutinou eritrécitos de coelho obtidos titer mais
altos do que 224 (Tabela 1) e foi usado para etapas de purificacdo. A lectina do T.
obliquus foi purificada por etapas de cromatografia, a saber cromatografia de
troca idnica com coluna DEAE-sephadex, que revelou uma forte atividade de
adglutinacdo (Tabela 1). A primeira etapa da purificacdo foi a precipitacdo do
sulfato de amoébnia. O extrato bruto obtido do T. obliquus foi submetido a
precipitagdo em sulfato de aménia em duas fragdes com valores de saturagao
crescentes, 0-60% e 60-80% para determinar em qual fracdo precipitada haveria
maior concentracdo de atividade hemaglutinante. Foi observado que fracdo
saturada de 60-80% apresentou uma atividade hemaglutinante mais alta (Tabela
1), sendo selecionada para a purificagcdo por cromatografia. Contudo, a fracao de
0-60% também teve uma concentracdo significante de proteina com baixa
atividade hemaglutinante.

A precipitacdo obtida com uma saturacédo de sulfato de aménia 60-80% foi
dessalgada por dialise e entdo aplicada a uma coluna de cromatografia de troca
anidnica. O perfil de eluicdo da cromatografia DEAE-sephadex é mostrado na
(Figura 1). A lectina foi eluida em apenas uma fracdo (0-10) foi coletada e

agrupada e a titulacdo foi de 1,536.0 com atividade especifica de 493,494.0

titula(;éomg'l. Um sumaério do processo de purificacdo da lectina € mostrado na
Tabela 1. A lectina foi purificada 2.8-fold com uma producéo no geral de 37%.

A fracdo coletada da DEAE-sephadex foi concentrada por liofilizacao
seguido por cromatografia de exclusdo molecular com a coluna Sephadex G-50,

obtendo dois picos (Fracdo | e Fracdo Il, Figura 2). Apenas o primeiro pico

apresenta atividade com valor de 119,070 titulagéo mg'1 e massa molecular
estimada de 78 kDa.

A atividade hemaglutinante da lectina purificada foi testada com eritrocitos
humanos tipo Al, A2, B, AB e O. A tabela 2 resume os resultados das titulagbes
da hemaglutinacdo. Entre os eritrécitos analisados (sangue humano dos grupos
Al, A2, B, AB e O), a lectina do T. obliquus demonstrou uma preferéncia apenas

pelos eritrocitos do grupo sanguineo humano O.
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A atividade hemaglutinante da lectina purificada do T. obliquus nao foi inibida
por nenhum dos monossacarideos, dissacarideo de sacarose, lisozima,
glicoproteina da lactoferrina, enquanto que foi inibida pelas glicoproteinas da
azalbumina, azocaseina e albumina (Tabela 4). A lectina de T. obliquus
apresentou atividade ideal a um pH 7.0 -7.5 e temperatura entre 20 — 50 °C.
Estabilidade térmica foi determinada incubando a lectina a 25 — 100 °C em um
banho de agua por 0 — 90 min. A lectina ndo foi afetada pela exposicdo a uma
temperatura de 50 °C por 90 min, mas diminuiu rapidamente, alcan¢cando 6.25%
do valor de controle, quando aquecida a 60 °C por 30 min. A atividade
hemaglutinante foi totalmente anulada quando a lectina foi aquecida a 70 °C por
30 min. A lectina apresentou estabilidade térmica mantendo 100% de atividade a
50 °C mesmo depois de 60 min, e manteve atividade de 50% do valor de controle
por 90 min, enquanto a atividade da lectina se mostrou perdida a temperaturas
superiores a 70 °C.

A presenca de ions afetou a atividade da hemaglutinante causada pela
lectina de T. obliquus. Todos os ions avaliados reduziram a atividade
hemaglutinante em mais de 90% e a maior inibicdo foi com CaCl2, quando ela foi

completamente inibida.
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4. DISCUSSAO

A atividade hemaglutinante do extrato de T. obliquus foi mais alta do que a
de diferentes extratos de microalgas. Entre dezoito espécies de Chlorella,
dezesseis espécies de Chlamydomonas, trés espécies de Spirulina, duas
espécies de Scenedesmus e uma espécie de cada uma das
seguintes:Synechococcus,  Selenstrum,  Monoraphidium,  Coelastrum e

Eutetramorus. Espécies Scenedesmus obtiveram um valor alto de 28 usando 20%
de etanol e acetona (1:10, w/v) para extrair a preparacdo (Chu et al. 2004). Essa
diferenca de titulacao deve ser devido ao solvente e/ou método de extracdo usado
para obter o extrato com atividade hemaglutinante. Singh et al. (2018) relata que
microalgas Scenedesmus quadricauda, Chlorella vulgaris, Chlorococcum
infusiformi, Desmodesmus subspicatus e Desmodesmus dimorphustém superficie
celular que vincula a atividade da lectina. Portanto, a extracdo usando agitacao
magnética na solucdo tampéao Tris-HCI pH 7.0 deve ter fornecido altos valores de
atividade hemaglutinante nos extratos de T. obliquus.

Ademais, a alta atividade hemaglutinante no extrato de T. obliquus também
pode se justificar pela presenca de polifendis que causam falsa atividade
hemaglutinante. Estudos anteriores mostraram que 0s géneros Scenedesmus
contem altas concentracfes de polifendis, que imitam a hemaglutinacdo mediada
pela lectina (Shetty et al. 2015; Strejckova et al. 2016; Hamed et al. 2017). Nesse
contexto, a purificagdo da proteina com atividade hemaglutinante se torna
necessaria para indicar a presenca da lectina nos extratos de T. obliquus.

O isolamento de lectinas pode ser alcancado por uma combinacéo de varias
etapas de purificacdo. Acidos (ex.: acido acético; Naeem et al. 2007), solvente
organico (ex.. acetona; Medeiros et al. 2010) ou sal (ex.: sulfato de amonia)
podem ser usandos para precipitar lectinas. Precipitacdo com sulfato de aménia
com concentragdo de 60-70% é a mais amplamente usada, como relatado por
Raja et al. (2011) usando 60% para precipitar lectina de frutaAegle marmelos;
Abreu et al. (2018) usando 70% para precipitar a lectina da Solieria filiformis (SfL);
Yi et al. (2003) usando 75% para precipitar a lectina da Chlorella pyrenoidosa.
Corroborando com o presente trabalho, que apresentou atividade hemaglutinante

mais alta na fracdo 60-80% (Tabela 1). Por outro lado, fracbes mais baixas de
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sulfato de amoénia (0-60%) também podem precipitar proteina com fraca atividade
hemaglutinante  (Tabela  10), como observado na lectina da
cianobactériaOscillatoria agardhii que foi precipitada com 20-60% de sulfato de
amoOnia (Sato et al. 2000).

A lectina da T. obliquusfoi purificada usando apenas uma coluna de
cromatografia de troca anidbnica DEAE-sephandex. Outras lectinas de microalgas
tém sido purificadas usando abordagens cromatograficas convencionais (Sato et
al. 2000; Melo et al. 2004). A maioria dos relatos de atividade da lectina de outras
microalgas e cianobactéria revelam protocolos de purificagdo com multiplas
etapas. A purificacdo de uma etapa da lectina demonstra a eficiéncia do
procedimento.

A maioria das proteinas isoladas de algas, microalgas e cianobactérias sao
proteinas de baixo peso molecular, com valores entre 3.5 kDa e 57 kDa. Portanto,
a massa molecular original de 78 kDa estimada para a lectina da T. obliquss com
filtragem em gel foi considerada alta quando comparada com lectinas isoladas da
maioria das espécies de microalgas e cianobactérias, como a
cianobactériaSpirogyra spp (56 kDa; Oliveira et al. 2017), Microcystis aeruginosa
(57 kDa, Yamaguchi et al. 1998), Microcystis viridis (12.2 kDa; Yamagychi et al.
1999); Nostoc (11kDa); Oscillatoria agardhii (13 kDa, Sato et al. 2000);
Scytonema varium (9.7 kDa; Bokesch et al. 2003); Chlorella pyrenoidosa (15 kDa;
Yi et al. 2003).

A lectina da T. obliquus was specificity para eritrécitos humanos tipo O.
Sangue humano do tipo O possui acidos sidlicos em quantidade mais baixa
guando comparados a outros tipos de sangue humano (Bulai et. al 2003) e
eritrocitos de coelho tém sido anteriormente relatados como apresentando baixa
guantidade de acido sialico na superficie (Munksgaard et a. 2014; Ish et al. 1993).
Logo, a lectina da T. obliquus identifica eritrocitos pobres em acido sialico.

Resultados similares foram observados por hemaglutinantes de Chlorophyceae

Ankistrodesmus sp. (titulacéo = 225) e Chlorella ellipoidea (titulagdo = 23) (Liao-
Huang et al. 2000). Chu et al. (2004) relatou que os extratos de Scenedesmus
guadricauda e Scenedesmus ecornis aglutinaram aglutinaram o tipo O mais
fortemente do que tipos sanguineos humanos A ou B e que a lectina da C.

pyrenoidosa aglutinou eritrécitos de coelho, ovelha e pombo mas néo de pato,
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galinha e humanos com grupos de células sanguineas A, B ou O com atividade
mais alta que eritrocitos de coelho (Hung et al. 2012). Este estudo € consistente
com outros relatos sobre a atividade de microalgas hemaglutinantes de eritrocitos
O de humano e de coelho (Chu et al. 2004; Liao e Huang 2000; Hung et al. 2012).

A lectina da T. obliguus ndo aglutinou eritrocitos subtipos Al e A2. Tal
constatacdo pode ser justificada pela presenca de algumas glicoproteinas
presentes da superficie dos eritrocitos que promovem uma inibicdo da vinculacao
da lectina para carboidratos na superficie da célula sanguinea. Na literatura,
poucas lectinas diferenciam subgrupos Al e A2. Dolichos biflorus € a mais
conhecida em sorologia de rotina imunohematologia de grupos sanguineos por
reconhecer apenas eritrécitos Al. Essa lectina é amplamente utilizada em bancos
de sangue para identificacdo dos subgrupos Al e A2 nos casos discrepancia do
sistema ABO. As lectinas da Vicia cracca, Phaseolus limensi e Crotolaria striata
também tém se mostrado potentes em atividade anti-A (Renkonen 1948; Khang et
al. 1990; Khan et al. 2002).

Apenas glicoproteinas azoalbumin, azocasein e albumin inibiram a atividade
hemaglutinante da lectina de T. obliquus purificada. Isso sugere que as lectinas
da T. obliquus provavelmente tém uma especificidade de carboidratos complexa.
Essas propriedades também s&o caracteristicas de muitas lectinas de macroalgas
marinhas, como a Chlorophyta (hung et al. 2012) e da lectina da Oscilatoria
cyanobacterium (Sato et al. 2000).

A lectina purificada da T. obliquus mostrou atividade ideal compH 7.0 - 7.5 ¢
ficou estavel apds 90 min, perdendo sua atividade fora dessa faixa. A mudanc¢a no
estado de ionizacdo de uma molécula afetada pelo pH determina efeito vinculativo
entre a membrana da lectina e do eritrécito, levando a uma perda de atividade.
Extremos de pH podem alterar a estrutura original da lectina devido a mudancgas
no estado de ionizacdo de residuos de aminoéacidos, o que pode levar a
desnaturacdo da lectina. Anteriormente, uma lectina de alga das algas
vermelhasAcrocystis nanae Tichocarpus crinitustambém foram relatadas como
mantendo sua maxima atividade hemaglutinante dentro de uma faixa de pH entre
6.0 - 7.0 e 7.0 — 8.0, respectivamente (Anam et al. 2017; Molchanova et al. 2010).

A lectina de T. obliguus demonstrou a temperatura ideal 20 — 50 °C e ficou
estavel quando exposta a uma temperatura de 50 °C por 90 min. Resultados

similares foram observados em lectinas com alta massa molecular como a lectina
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da alga marinha vermelha Vidalia obtusiloba (Melo et al. 2004). Por outro lado, a
lectina da Chlorella pyrenoidosa (14- 15 kDa) foi tolerante a alta temperatura e
sua atividade pode ser mantida até quando a solucéo de lectina foi aguecida a 90
°C por 10 min (Vi et al. 2003). Normalmente, a lectina com baixa massa molecular
€ mais termoestavel devido a estrutura tridimensional da proteina e a presenca de
cisteinas formando ligagfes de dissulfeto (Nagano et al. 2002; Nascimento et al.
2006).

A adicdo de ions influenciou a atividade hemaglutinante. Como visto em
muitas lectinas de algas, a maioria das lectinas foram n&o-dependentes de
cations divalentes (Chaves et al. 2018; Alvarez-Hernandez et al. 1999), como a
lectina da alga Amansia mulifida (Costa et al. 1999), Bryothamnion triquetrum
(Calyete et al., 2000), Hypnea musciformis (Nagano et al. 2002) e Tichocarpus
crinitus (Molchanova et al. 2010).

Em suma, nés documentamos a purificagcdo e caracterizacdo de um novo
tipo de lectina isolado do T. obliquus que é facilmente massivamente cultivada em
laboratério, tornando facil fornecer lectina efetiva. Ela tem caracteristicas Unicas
como um alto peso molecular, inibicdo por diferentes ions, especificidade por
eritrécitos pobres de &cido sidlico, carboidrato complexo e ndo aglutinacdo de
sangue humano tipos A, B e AB. Desta forma, essa lectina pode ser considerada
uma alternativa para aplicabilidade em diversas areas da biotecnologia, além de

informacgdes construtivas sobre lectinas de microalgas.
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7. CONCLUSAO

A lectina da microalga Scenedesmus sp.(=Tetradadesmus obliquus), foi
cultivada, extraida e purificada. Apresenta caracteristica distinta comparada as
demais lectinas. A lectina deste micro-organismo fotossintetizante € uma fonte
protéica relevante podendo contribuir em estudos posteriores. Os resulados
obtidos desmosntra atividade térmica entre 20 a 50 °C, pH 6timo de 7,0 a 7,5,
além de manter-se ativa na presenca de monos e dissacarideos. Estes resultados
indicam que a microalga Scenedesmus sp. apresenta grande potencial
biotecnolégico, bem como uma fonte, nova e alternativa, para obtencdo de
lectinas que pode ser utilizadas em setores industriais, como farmacéutico e

biomédico.
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Tabela 1. Sumario da purificacdo da Tetradesmus obliquus

Step Tiitulacéo Prot  Specific Yield Fold

total (mg  activity (%)  purification

mL?Y)  (titer/mg)

Crude 16,777,216.0° 1.02 -8 - -
Precipitate 24,567.0 0.40 61,440.0 - -
0-60%
Precipitate 131,072 0.63 209,715.0 100 1.0
60-80%
DEAE 40,960.0 0.08 493,494.0 31.3 2.4

2 Activity higher than 1,677,216 (>2)

°It was no possible calculate

Tabela 2. Especificidade de grupo sanguineos da lectinas de Tetradesmus obliquus

Especificidade de grupo sanguineo

Atividade hemaglutinante

Al

A2

B

AB

@)
Coelho

0.00
0.00
0.00
0.00
2048
2048
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Tabela 3. Efeitos de varios carboidratos e glicoproteinas da lectina purificada (atividade

hemaglutinante inicial: 2048 U).

Carboidrato (20 mM)

Atividade residual (%)

L-rhaminose 100
L-arabinose 100
D-sucarose 100
D-glucose 100
D-galactose 100
D-raffinose 100
Glicoproteina (1.0 %)

Lactoferrina 100
Azoalbumina 0.00
Azocaseina 0.00
Lisozina 100
Albumina 0.00

Tabela 4. Efeitos de ions metdlicos na lectina (Atividade hemaglutinante inicial 2048U).

fons Atividade residual (%)
ZnS0Oy4 0.59
ZnCl, 0.59
FeCl; 6.25
FeCl, 2.64
MnSQOq4 0.29
CacCl, 0.00
CuSO, 4.15
MgSO. 0.59
Na,S,03 2.54
K2S205 2.05
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Legendas das figuras

Fig. 1. Padrdo de eluicdo da lectina durante cromatografia de troca aniénica no
DEAE- sephadex.

Fig. 2. Cromatografia de excluséo de tamanho da lectina do Tetradesmus obliquus
na FPLC- Sephadex G-50 Column. Fracdo | mostrou titulo hemaglutinante.

Fig. 3. Efeito do pH (e) e estabilidade por 90 min (m)na atividade da lectina do Tetradesmus
obliquus.

Fig. 4. Efeito da temperatura (®) e estabilidade por 90 min (m) na atividade da lectina do
Tetradesmus obliquus.
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Figura 3
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