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Resumo

CAMACHO, Natalia Neutzling. Expressao heterologa da lectina de Bauhinia
forficata Link em Escherichia coli e efeito sobre linhagens celulares tumorais.
2007. 69f. Dissertacao (Mestrado) — Programa de Pds-Graduagao em Biotecnologia
Agricola. Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Lectinas sao proteinas ou glicoproteinas de origem nao imune com propriedade de
ligacdo especifica a carboidratos, capazes de interagir com glicocomponentes
presentes em células de plantas, animais, bactérias e virus. Essa propriedade faz
das lectinas notaveis marcadores utilizados em estudos histoquimicos, bioquimicos
e na caracterizagao e diferenciagdo de células. Plantas leguminosas constituem-se
na maior fonte de lectinas, que possuem atividades biolégicas importantes, como
atividade inseticida e antiproliferativa sobre células tumorais. Diante disto, o objetivo
deste trabalho foi desenvolver um sistema de expressao heteréloga para uma lectina
de Bauhinia forficata (rBFL), popularmente conhecida como “pata-de-vaca”, em E.
coli, com o intuito de elucidar suas caracteristicas e atividades bioldgicas. O gene bfl
da lectina foi amplificado por PCR a partir do DNA genémico, e clonado nos vetores
de expressao pQE30 e pET32a(+). A lectina rBFL foi expressa em larga escala pelo
vetor pET32a(+)/bfl em E. coli, na forma insoluvel. A purificagdo foi realizada por
cromatografia de afinidade em coluna de Ni*2-Sepharose, com rendimento de 40
mg.L'1. A sequéncia da lectina rBFL e sua especificidade por carboidrato é similar a
de lectinas relacionadas. A lectina rBFL apresenta-se na forma de mondmeros e
dimeros, com massa molecular aparente de 44 e 94 kDa, respectivamente, possui
atividade biolégica em ensaio de hemaglutinagdo na presencga de cations divalentes
(Ca™ and Mn*?) e demonstra efeito antiproliferativo sobre as linhagens tumorais
humanas MCF-7 (cancer de mama), HT-29 (céncer de cdélon) e HL-60 (leucémica),
dependendo da concentracdo utilizada. A rBFL demonstrou efeito inibitério dose-
dependente sobre HT-29, e efeito estimulatério sobre a proliferagcdo da linhagem
MCF-7 em altas concentracdes, nao induzindo morte celular em nenhuma das
linhagens. Os resultados obtidos neste trabalho acerca da rBFL, nunca antes isolada
ou produzida em sistema heter6logo, motivam a realizagdo de novos ensaios de

caracterizagao visando possiveis aplicagdes.

Palavras-chave: lectina; Bauhinia forficata; expressao heterdloga; Escherichia coli

linhagens celulares tumorais.



Abstract

CAMACHO, Natalia Neutzling. Heterologous expression of a lectin from Bauhinia
forficata Link in Escherichia coli and effect on cancer cell lines. 2007. 69f.
Dissertacédo (Mestrado) — Programa de Po6s-Graduagdo em Biotecnologia Agricola.
Universidade Federal de Pelotas, Pelotas.

Lectins are proteins or glicoproteins of non-immune origin with binding specificities
for carbohidrates, that interact with glicocomponents present in plant and animal
cells, bacteria and viruses. This property makes lectins remarkable markers used in
histochemical and biochemical studies, and for characterization and differentiation of
cells. Leguminous plants are the major source of lectins, proteins that possess
important biological activities, like insecticidal and antiproliferative against cancer cell
lines. Thus, the aim of this work was to develop a heterologous expression system
for a recombinant lectin from Bauhinia forficata, a leguminous plant popularly known
as “pata-de-vaca’, in E. coli, to study its characteristics and biological activities. The
lectin gene bfl was amplified by PCR from genomic DNA, and cloned to expression
vectors pQE30 e pET32a(+). Recombinant BFL was expressed in E. coli in insoluble
form by using the vector pET32a(+)/bfl. The lectin was purified by Ni*2-Sepharose
affinity chromatography, with a yield of 40 mg.L™'. The sequence and carbohidrate
specificity of rBFL is similar to other related lectins. The rBFL lectin presents in
monomer and dimer forms, with aparent molecular mass of 44 and 94 kDa,
respectively, shows biological activity in hemagglutination assay in the presence of
divalent metal cations (Ca*? and Mn*?) and antiproliferative effect on human cancer
cell lines MCF-7 (breast cancer), HT-29 (colon cancer) and HL-60 (leukemia)
according as the concentration used. The rBFL lectin showed dose-dependent
inhibition in HT-29 cells, stimulatory effect on proliferation of MCF-7 cells in higher
concentrations, and no induction of cell death was observed in any cancer cell line.
The results obtained in this work, about rBFL lectin, never before isolated or
produced in heterologous system, motivates the performance of new characterization

assays to elucidate possible applications.

Keywords: lectin; Bauhinia forficata; heterologous expression; Escherichia coli

cancer cell lines.
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1 INTRODUGCAO

1.1 Lectinas

A ocorréncia na natureza de proteinas com atividade hemaglutinante, que nos
ultimos anos foram caracterizadas como carboidrato-especificas e denominadas
lectinas, €& conhecida desde o final do século XIX, mas somente ha
aproximadamente duas décadas essas proteinas comecaram a despertar maior
interesse (SHARON, 2007). Lectinas s&o definidas como proteinas ou glicoproteinas
de origem ndo imune que tém especificidade por residuos terminais ou subterminais
de carboidratos. A principal caracteristica desta classe de proteinas é sua habilidade
de interagir com carboidratos e desta forma combinar-se com glicocomponentes
presentes na superficie de células e tecidos provenientes dos mais diversos seres
vivos (GUZMAN-PARTIDA et al., 2004). O principal critério para uma proteina ser
considerada uma lectina é sua habilidade de se ligar a um carboidrato, mais
freqUentemente um oligossacarideo (LIS & SHARON, 1998).

Lectinas representam um grupo heterogéneo de proteinas oligoméricas variando
em tamanho, estrutura, organizagdo molecular e entre os sitios de ligacdo a
carboidratos. Lectinas estdo amplamente distribuidas em plantas, virus, bactérias e
animais (GERLACH et al., 2005). Dentre estes, as lectinas de plantas podem ser
definidas como toda proteina que possui pelo menos um dominio ndo catalitico que
se liga reversivelmente a um mono ou oligossacarideo de forma especifica
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995).

Lectinas sao divididas em diferentes grupos de acordo com suas especificidades
de ligagao por monossacarideos: (a) glicose e manose, (b) manose, (c) D-galactose,
(d) N-acetilglicosamina e (e) acido sialico (WONG & NG, 2005). A classificacdo das
lectinas por afinidade de ligagdo a carboidratos varia bastante na literatura. Autores
como Guzman-Partida et al. (2004) definem esta especificidade relacionada também
aos demais monossacarideos como fucose e também aos oligossacarideos
complexos, além da especificidade por glicoproteinas. A classificagdo das lectinas
de acordo com sua especificidade por carboidratos € baseada no monossacarideo
gue causa a maior inibicdo da aglutinagéo de eritrocitos induzida pela lectina, ou na

precipitacdo de polimeros que contém carboidratos (HAJTO et al., 2005).
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Peumans & Van Damme (1995) classificam as lectinas de acordo com sua
estrutura geral, em trés grupos: merolectinas, hololectinas e quimerolectinas. As
merolectinas sao proteinas que contém um unico dominio de ligagédo a carboidrato.
Em funcdo de sua natureza monovalente, sao incapazes de precipitar
glicoconjugados e aglutinar células. As hololectinas sdo exclusivamente formadas
por dominios de ligacdo a carboidratos, porém contém dois ou mais desses
dominios, idénticos ou homologos. Este grupo compreende todas as lectinas que
possuem multiplos sitios de ligagcdo e que, portanto, sdo capazes de aglutinar
células e precipitar carboidratos. A maioria das lectinas de plantas sdo hololectinas,
uma vez que se comportam como hemaglutininas. Quimerolectinas sdo proteinas de
fusdo que possuem dominio(s) de ligacdo a carboidrato arranjado(s) com um
dominio nao relacionado, com atividade catalitica bem definida ou outra atividade
biolégica, atuando independentemente do dominio de ligacdo a carboidrato.
Dependendo do numero de sitios de ligacdo a carboidrato, as quimerolectinas
comportam-se como merolectinas ou hololectinas.

Apesar da grande quantidade de informagao disponivel sobre sequéncia e
especificidade de lectinas, relativamente pouco é conhecido sobre sua significancia
bioldgica (KAUR et al, 2006). O papel fisiologico das lectinas de plantas ainda é
incerto. Muitos estudos s&o desenvolvidos com o intuito de revelar os possiveis
papéis desempenhados por essas proteinas na planta, porém nenhum resultado é
até entdo conclusivo. Lectinas encontradas em raizes de leguminosas podem estar
envolvidas no reconhecimento e/ou ligacdo de bactérias fixadoras de nitrogénio,
como Rhizobium spp., desempenhando papel no estabelecimento da simbiose
(HIRSCH et al., 2001; LAUS et al., 2006). Além disso, interagdes lectina-carboidrato
proporcionam o contato celular inicial indispensavel para o estabelecimento de
relagcbes mutualisticas altamente especificas, como na simbiose entre larvas do coral
Fungia scutaria e algas endossimbio6ticas dinoflageladas (WOOD-CHARLSON et al.,
2006).

Varias evidéncias indicam que as lectinas podem desempenhar papel de defesa
na planta. S&o as unicas proteinas da planta capazes de reconhecerem e se ligarem
a glicoconjugados de outros organismos, presentes na superficie de microrganismos
(bactérias e fungos) ou expostos no trato intestinal de insetos e mamiferos
herbivoros. Além disso, as lectinas acumulam-se em partes da planta mais

suscetiveis ao ataque de organismos e que também sdo imprescindiveis para a
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sobrevivéncia individual e da espécie, como as sementes (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995).

Uma importante propriedade caracteristica das lectinas € sua habilidade de
aglutinar eritrécitos in vitro. Em vista disso, essas proteinas s&o frequentemente
chamadas de “aglutininas” ou “fitohemaglutininas” (HAJTO et al., 2005). O ensaio de
atividade hemaglutinante e a aglutinacéo de leucécitos sdo frequentemente usados
como um sistema de monitoramento durante os procedimentos de purificagcdo das

lectinas, indicando assim sua atividade biolégica (DUBOIS et al., 1998).

1.2 Lectinas de leguminosas

Lectinas de leguminosas (familia Leguminosae) constituem o grupo mais
investigado e bem caracterizado de lectinas de plantas, sendo que centenas destas
ja foram isoladas e caracterizadas em relagdo as suas propriedades quimicas,
fisicoquimicas, estruturais e biolégicas (CAVADA et al.,, 2001; CECCATTO et al.,
2002). As espécies primeiramente caracterizadas e mais estudadas pertencem a
géneros da subfamilia Papilinoideae e subtribo Diocleinae como Canavalia, Cratylia
(OLIVEIRA et al.,, 2004) e Dioclea, constituindo um grande grupo de proteinas
estreitamente relacionadas que possuem estruturas primaria e terciaria muito
similares e compartilham especificidade por carboidratos (RAMOS et al., 1996;
BRINDA et al., 2005), possuindo especificidade de ligagdo pelos monossacarideos
glicose/manose (RAMOS et al., 1996). Outro aspecto comum a essas lectinas & que
exibem a caracteristica de equilibrio dimero-tetramero dependente de pH (CALVETE
et al., 1999).

A lectina ConA, de Canavalia ensiformis, foi a primeira a ser isolada e ter sua
estrutura primaria e terciaria determinada, sendo a lectina vegetal melhor
caracterizada até o momento (CAVADA et al., 2001). Estudos realizados com essa
lectina estabeleceram a estrutura terciaria caracteristica observada posteriormente
na maioria das lectinas de leguminosas (legume lectin fold ou jelly-roll fold), e que as
diferencia de outros grupos, como as galectinas, isoladas de animais (CHANDRA et
al., 2001; BRINDA et al., 2005). Especificamente em relacdo a lectinas isoladas de
membros da subfamilia Caesalpinoideae, apenas as lectinas de Griffonia
simplicifolia (ZHU et al., 1996), Bauhinia purpurea (KUSUI et al., 1991; YOUNG et

al., 1985) e Bauhinia pentandra (SILVA et al., 2001) estdo bem caracterizadas.
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Quanto a membros da subfamilia Mimosoideae, as lectinas mais estudadas
pertencem ao género Parkia (RAMOS et al., 1999).

Lectinas de leguminosas sdo constituidas de 2 ou 4 subunidades com massa
molecular relativa de 30 kDa e um sitio de ligagdo com carboidrato por subunidade
(PANDO et al., 2004). Lectinas sao particularmente abundantes em sementes de
leguminosas, que sao conhecidas como a maior fonte dessas proteinas. As lectinas
constituem mais de 10% das proteinas soluveis nos extratos das sementes
(CAVADA et al.,, 1996; ROOPASHREE et al., 2006). Lectinas estdo presentes em
grande quantidade em muitas espécies de legumes e cereais. Quando consumidas
por humanos e animais, essas proteinas podem por vezes causar efeitos toxicos ou
antinutricionais, pela interferéncia em aspectos do metabolismo, por impedir o
crescimento, e em casos extremos podendo levar animais a morte (RIOS et al.,
1996).

Segundo SHARON (2007), lectinas de leguminosas sdo membros de uma unica
familia protéica e os genes que as codificam tém ancestralidade comum. Em vista
disso, essas proteinas mostram-se interessantes marcadores filogenéticos e
constituem-se em boas ferramentas para a melhor definicdo de taxons a nivel tribal,
sendo também utilizadas como marcadores moleculares para o estabelecimento de
uma nova espécie, ou ainda para esclarecer niveis de relacionamento entre taxons
diferentes (ROUGE et al., 1987; RAMOS, 1997).

Lectinas de plantas leguminosas, embora pertengam a uma mesma familia de
proteinas, apresentam notavel divergéncia de estrutura quaternaria e em suas
especificidades por carboidratos. A elucidacdo do mecanismo pelo qual essas
lectinas possuem uma ampla gama de especificidades de ligagado enquanto mantém
uma estrutura monomérica e tridimensional muito similar serd a chave para o
entendimento da esséncia das interagbes carboidrato-proteina (KANEDA et al.,
2002; BRINDA et al., 2005). Essas lectinas exibem diferentes tipos de estruturas
quaternarias ndo somente em termos de numero de subunidades envolvidas na
molécula oligomérica, mas também na natureza ou tipo de oligomerizagao, apesar
de possuirem subunidades estruturalmente quase idénticas (CHANDRA et al,
2001), acarretando em propriedades bioldgicas diversas. Desta forma, a busca e a
caracterizagao de lectinas inéditas possibilita a descoberta de novas propriedades

funcionais e aplicagdes.
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1.3 Expressao heteréloga de lectinas

A dificuldade de separacdo de diferentes isoformas de lectinas por técnicas
convencionais tem levado a definicdo de propriedades funcionais e atividades
biolégicas para uma mistura de proteinas, e enquanto muitas das variantes que
ocorrem naturalmente nas lectinas provavelmente diferem pouco em propriedades
funcionais, as diferengcas de sequéncia entre isoformas causam efeitos significantes
sobre a atividade biolégica das moléculas (ECK et al., 1999; RAEMAEKERS et al.,
1999). Um estudo detalhado das propriedades de muitas lectinas é impedido por
essas misturas heterogéneas. A expressao de lectinas de plantas em bactéria
demonstra ser um meio de selecao satisfatério para o estudo isolado de cada
isoforma (LUO et al., 2005).

A expressao de lectinas vegetais em sistemas heterdlogos oferece um meio de
se produzir proteinas de sequéncias definidas de aminoacidos, e permite que se
trace uma relagédo especifica entre sequéncia e fungdo através de mutagdes sitio-
dirigidas (RAEMAEKERS et al., 1999). Aléem disso, essa estratégia visa solucionar
problemas em funcdo da dificuldade de se obter essas proteinas diretamente da
planta, uma vez que este processo inclui etapas laboriosas e onerosas de extragao e
purificacdo e ndo garante alto rendimento da proteina. A purificacdo das lectinas de
sementes € uma etapa limitante para a utilizagdo dessas em estudos de atividade
bioldégica devido a dificuldade de purificagcdo e dependéncia da disponibilidade de
sementes. Nesse contexto, a clonagem dos genes que codificam para essas
proteinas pode ser considerada uma etapa crucial para a obtengdo e produgao
destas proteinas em larga escala (LUO et al., 2005).

Escherichia coli € o organismo mais utilizado para a produgdo de proteinas
recombinantes em funcéo de seu rapido crescimento, que alcanga altas densidades
celulares em substratos de baixo custo, por sua genética e protedmica bem
caracterizadas e pela disponibilidade de numerosos vetores de clonagem
(LUTOMSKI et al., 2004). No caso de lectinas recombinantes, E. coli também é o
sistema heterdélogo mais utilizado (BRANCO et al., 2004; WANG et al., 2004). Além
da expressao em E. coli, muitas lectinas de planta tém sido produzidas com sucesso
em leveduras, como as lectinas de leguminosas PHA (Phaseolus vulgaris agglutinin)
e GNA (Galanthus nivalis agglutinin) (RAEMAEKERS et al.,, 1999) e a lectina da
leguminosa Canavalia brasiliensis (ConBr) em Pichia pastoris (BEZERRA et al.,
2006).
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1.4 Aplicacdes gerais de lectinas

A propriedade de ligagcao especifica a carboidratos faz das lectinas notaveis
marcadores utilizados em estudos histoquimicos, bioquimicos e em técnicas para
caracterizar e diferenciar células cancerosas (SHERWANI et al., 2003). As
interagbes lectina-carboidrato ocorrem nos eventos moleculares subjacentes a
resposta imune. Lectinas s&o usadas como reagentes policlonais para investigar as
bases moleculares e o controle da ativacdo e proliferagdo de linfocitos, para
identificar e fracionar células do sistema imune, e como drogas (BAINS et al., 2005).
Uma vez que a superficie externa da membrana celular e a matriz extracelular
consistem principalmente de glicoconjugados, residuos alterados de carboidratos
das glicoproteinas ocasionados pela invasao neoplasica podem ser detectados por
marcadores protéicos como as lectinas (SHERWANI et al., 2003). A lectina de B.
purpurea (BPA) &€ muito utilizada como reagente na purificagdo de organismos em
seus diferentes estagios morfolégicos durante o ciclo de vida, como acontece com o
parasito Leishmania braziliensis (PINTO-DA-SILVA et al., 2002).

Lectinas que podem ser usadas como ferramentas em glicobiologia s&o
definidas por WU (2003) como ‘lectinas aplicadas”. Estas lectinas tém sido
extensivamente usadas em estudos de glicobiologia e biomedicina. O autor explica
ainda que os fatores envolvidos nas interagdes lectina-glicoforma vao além dos
sitios de reconhecimento entre as lectinas e seus glicotopos, sendo que muitos
fatores, como polivaléncia, solubilidade e carga afetam a ligagdo. Desta forma,
muitos métodos vém sendo usados para a elucidagdo das propriedades de ligagao
das lectinas. Estes incluem estudos dos papéis estruturais e funcionais dos
carboidratos de superficie celular; isolamento de mutantes resistentes a agao
citotoxica de algumas lectinas e investigacdo da distribuicdo e mobilidade de
glicoproteinas de superficie em células normais e malignas. Lectinas também séao
usadas para tipagem sanguinea, determinacao de status secretor e como reagentes
para a caracterizagéo de glicoproteinas.

Lectinas também provaram sua utilidade na separagdo de glicoproteinas
purificadas em suas glicoformas, que sao as diferentes formas glicosiladas da
mesma proteina (SHARON, 2007). Na area microbioldgica, lectinas sao utilizadas na
identificacdo laboratorial e classificacdo taxondémica de bactérias, protozoarios,
parasitas (identificacdo de fatores de viruléncia, caracterizacdo de componentes
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celulares, diferenciagdo entre cepas patogénicas e ndo patogénicas, etc.) (SLIFKIN
& DOYLE, 1990).

Lectinas administradas por via oral tém o potencial de interagir com diferentes
glicoproteinas do trato gastrointestinal exercendo efeitos poderosos na sua
estrutura, fungdo, capacidade digestiva, estado imune e flora bacteriana. Lectinas
podem também influenciar o estado nutricional e a saude de humanos e animais,
sendo usadas como agente terapéutico contra tumores, apresentando resultados

eficazes e desprovidos de efeitos colaterais (PRYME et al., 2004).

1.5 Propriedades bioldgicas de lectinas

As propriedades biolégicas das lectinas, especialmente de lectinas vegetais,
estdo sendo amplamente estudadas. A propriedade que muitas lectinas possuem de
aglutinar células talvez seja seu aspecto imunologico mais importante. Devido a
multivaléncia de reconhecimento de carboidratos, muitas lectinas fazem ligagbes
cruzadas entre células e seus receptores (DUBOIS et al., 1998).

Como exemplos importantes advindos dessa propriedade tem-se a inducédo da
producao de interferon-y em ratos normais e infectados com Leishmania pela lectina
ConBr de Canavalia brasiliensis (BARRAL-NETTO et al.,, 1996); lectinas que
induzem a producdo de Oxido nitrico (envolvido em efeitos antitumorais e
antiparasitarios) por macrofagos in vitro e in vivo (ANDRADE et al., 1999); atividade
antiinflamatoéria de lectinas de leguminosas (ASSREUY et al., 1997) e
mitogenicidade, um dos mais importantes efeitos da interagcdo das lectinas com as
células, que proporciona a transformacao de linfocitos quiescentes e nao divisiveis

em linfécitos em estado de crescimento e proliferagdao (BAINS et al., 2005).

1.5.1 Toxicidade a células eucarioéticas

Muitas proteinas altamente téxicas originadas de plantas sdo também lectinas
por possuirem sitios de ligagdo com carboidratos. Essas lectinas sdo chamadas de
type Il ribosome inactivating protein (RIP), proteinas inativadoras de ribossomos,
altamente toxicas para células eucaridticas. Type Il RIPs sao proteinas formadas por
duas subunidades, sendo a subunidade A toxica e a subunidade B com
especificidade por carboidrato (lectina). A subunidade B se liga a um receptor
glicoconjugado na superficie da célula, promovendo a entrada da subunidade A no

citoplasma. Esta subunidade inativa ribossomos eucariéticos pela clivagem da ponte
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N-glicosidica, impossibilitando a ligagdo dos ribossomos a fatores de elongagéo e
consequentemente a sintese protéica. Além disso, RIPs sao também capazes de
induzir apoptose (PEUMANS & VAN DAMME, 1995; BAGARIA et al., 2006).

Dentre as mais estudadas estdo a ricina (Ricinus comunis) e a abrina (Abrus
precatorius), isoladas das sementes destas espécies. A abrina foi expressa em E.
coli por Wang et al (2004). Outras RIP também tém sido expressas em sistemas
heterélogos com sucesso, como a volkensina (CHAMBERY et al.,, 2007), a
pulchelina (GOTO et al., 2003; SILVA et al., 2005) e a lectina de Viscum album
(mistletoe lectin) (ECK et al., 1999; PEVZNER et al., 2005), todas expressas em E.
coli. RIPs sdo conhecidas por apresentarem atividade antitumoral (WANG et al.,

2004) e antiviral, inibindo a proliferagdo dos virus.

1.5.2 Inibigao do crescimento de microrganismos

Muitos trabalhos relatam a inibicdo do crescimento in vitro de fungos (YE & NG,
2001; YE et al.,, 2001; CHEN et al., 2005b), bactérias (PANDO et al., 2004) e
parasitas por lectinas vegetais, por mecanismos ainda pouco esclarecidos. O
mecanismo de agao pode ser a formacdo de canais idbnicos nas membranas dos
microrganismos ou a inibicdo competitiva da ades&o das proteinas microbianas nos
receptores polisacaridicos no hospedeiro. Em relagdo aos virus, lectinas sao
inibidoras da proliferagao viral, através da inibicao da interagdo virus-componentes
celulares (COWAN, 1999). In vivo, nas intera¢des de parasitismo e estabelecimento
do processo infeccioso, a ligagao entre os glicocomponentes dos microrganismos e
as lectinas do hospedeiro desencadeia uma resposta imune inata no hospedeiro que
leva a destrui¢do do microrganismo (SLIFKIN & DOYLE, 1990; FUJITA, 2002).

1.5.3 Atividade antitumoral

Lectinas de planta tém demonstrado possuir atividade antitumoral (efeito inibitério
sobre o crescimento de tumores) e atividade anticarcinogénica (efeito inibitério na
indugdo de céancer por carcinogenos) (BAINS et al., 2005). Sabendo-se que cada
lectina € unica em sua especificidade fina por carboidratos, inUmeras lectinas
provenientes de diferentes fontes devem ser checadas a respeito de seu potencial
antitumor contra uma variedade de linhagens celulares (KAUR et al, 2006). Algumas
lectinas tém mostrado induzir apoptose em varios tipos de células, o que pode
ajudar a explicar sua toxicidade (HASEGAWA et al., 2000; PARK et al., 2000). Os
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mecanismos pelos quais as lectinas podem induzir apoptose nao estdo bem
esclarecidos, porém a ligagdo e internalizagdo das lectinas sdo consideradas
eventos cruciais para que ocorra a indugao de apoptose (THIES et al., 2005).

As lectinas, por serem proteinas que se ligam a residuos de carboidratos com
certa especificidade, podem interagir com glicoproteinas de superficie celular que
sao expressas intensamente em determinadas células tumorais, podendo levar a
mudancgas significativas nas respostas relacionadas a transdugdo de sinais
intracelulares (PARK et al.,, 2000). Foi demonstrado que lectinas da subtribo
Diocleinae como ConBr (Canavalia brasiliensis), DGL (Dioclea grandiflora) e Dviol
(Dioclea violacea), além de estimularem a ativagao de linfécitos in vivo, induziram
apoptose na mesma regiao dos linfonodos estimulados (BARBOSA et al., 2001).
Lectinas da planta Viscum album tém sido utilizadas terapeuticamente como
substancia ativa contra células cancerigenas, com efeitos potentes sobre a
proliferagdo celular, diferenciacdo e apoptose (KIM et al., 2001). Foi demonstrado
que a lectina Il de Viscum album induz apoptose em células mieloleucémicas
humanas U-937 (PARK et al., 2000).

Recentemente, outro trabalho demonstrou que a lectina Il de Viscum album
apresentou potente efeito na indugao de substancias pré-oxidantes intracelulares em
células mieloleucémicas humanas U-937, promovendo um aumento na geracéo de
H,O, intracelular e consequentemente podendo levar a producdo de estresse
oxidativo e morte celular apoptética (KIM et al., 2003). Um estudo realizado por
Thies e colaboradores (2005) enfatiza o efeito antiproliferativo direto dos extratos
das trés lectinas de Viscum album (Mistletoe Lectins [, II, Ill) em células de

melanomas humanos in vitro pela indugao de apoptose.

1.5.4 Atividade inseticida

Uma das areas comuns a pesquisa de lectinas é seu uso na protecado de plantas
ao ataque de insetos e fungos patogénicos (KAUR et al, 2006). As lectinas
frequentemente relatadas como inseticidas s&do lectinas de plantas
monocotiledéneas com especificidade por manose (monocot mannose-binding
lectins), que incluem espécies isoladas das familias de angiospermas
Amaryllidaceae, Araceae, Alliaceae, Orchidaceae, Liliaceae, Iridaceae e
Bromeliaceae (BARRE et al., 1996; CHEN et al., 2005b; LIN et al., 2007), com

destaque para a lectina da familia Amaryllidaceae GNA (Galanthus nivalis
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agglutinin). Apesar disso, lectinas pertencentes a outras familias e que possuem a
mesma especificidade por manose ja foram caracterizadas como moléculas que
possuem atividade inseticida (CHEN et al., 2005a).

Estudos recentes sobre a atividade inseticida de lectinas apresentam
abordagens variadas. Lectinas com potencial inseticida sdo expressas em sistemas
heterélogos com sucesso, como E. coli, e testadas diretamente na alimentagdo dos
insetos, como parte de uma dieta artificial, e indiretamente, como um agente tépico
(“spray”) sobre as folhas das plantas infestadas pelas pragas, como no trabalho
desenvolvido por Luo e colaboradores (2005) com a lectina GNA, que demonstrou
um efeito negativo direto sobre a fisiologia reprodutiva do afidio Ceratovacuna
lanigera Zehntner. Uma lectina presente nas folhas da leguminosa Griffonia
simplicifolia (GS IlI) também foi expressa em E. coli e apresentou atividade inseticida
contra Callosobruchus maculatus (ZHU et al., 1996).

A atividade téxica das lectinas € baseada na ligagéo especifica aos carboidratos
presentes no trato digestério do inseto, sendo trés tipos de interagdes possiveis: (a)
ligacdo das lectinas a quitina na membrana peritréfica (para lectinas ligantes a
quitina); (b) ligagcéo das lectinas a glicoconjugados expostos nas células epiteliais ao
longo do trato digestorio e (c) ligacao das lectinas a enzimas digestivas glicosiladas
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995). Sabendo-se que uma dada lectina demonstra
variagdo em seu potencial inseticida contra diferentes espécies de pragas, varios
trabalhos vém sendo realizados a fim de comparar as atividades biolégicas entre
lectinas e elucidar seus mecanismos de agdo contra as pragas (SAUVION et al.,
2004b; SHUKLA et al., 2005).

Estudos como o de Hogervorst e colaboradores (2006) demonstram o efeito
diferencial da lectina de GNA (Galanthus nivalis agglutinin) sobre larvas de trés
espécies diferentes de afidios predadores. Além disso, novos genes que codificam
lectinas com potencial inseticida (GIOVANINI et al., 2007) ou que expressam
lectinas que demonstraram toxicidade em bioensaios baseados em dieta artificial
(OLIVEIRA et al., 2004; KAUR et al.,, 2006) tém sido identificados, apontando
alternativas na produgéo de plantas resistentes a pragas.

A engenharia genética oferece a possibilidade de incorporagdo de genes
exdgenos nos genomas de algumas espécies de plantas de importancia econémica,
como um gene que codifica uma lectina entomotoxica. Desta forma, a transgénese

possibilitou grandes perspectivas para a produgao de plantas em area suscetiveis a
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doengas e para o controle de herbivoros (SAUVION et al., 2004a) em plantas como
arroz (RAO et al., 1998; NAGADHARA et al., 2004), trigo (SHAH et al., 2005), batata
(GATEHOUSE et al., 1996; COUTY et al., 2001) e tabaco (PANG et al., 2004).
Plantas transgénicas de arroz (Oriza sativa L.) que expressam o gene da lectina
GNA (Galanthus nivalis agglutinin) foram produzidas por Rao et al (1998) e por
Nagadhara et al (2004). Nos dois casos, a lectina expressa na planta diminuiu a
sobrevivéncia e a fecundidade dos insetos das espécies Nilaparvata lugens
(Homoptera) e Sogatella furcifera (Homoptera), respectivamente, que sao
importantes pragas do arroz. Plantas transgénicas de mostarda da india [Brassica
juncea (L.) Czern.] foram desenvolvidas por Hossain e colaboradores (2006),
expressando uma lectina de cebola (Allium cepa L. agglutinin, ACA) que conferiu
protecdo contra o afidio Lipaphis erysimi. No mesmo trabalho também foram
produzidas plantas transgénicas expressando a lectina GNA, porém seu efeito é
menos potente contra este inseto quando comparado ao efeito da ACA, o que

demonstra a atividade inseticida espécie-especifica.

1.6 Bauhinia forficata Link

Bauhinia forficata € conhecida popularmente como “pata-de-vaca” e € a espécie
de Bauhinia mais utilizada no Brasil como planta medicinal antidiabética (JORGE et
al., 2004). Esta espécie € uma planta arborea, nativa do sul do Brasil, podendo ser
encontrada do Rio de Janeiro até o Rio Grande do Sul (MIYAKE et al., 1986), na
Argentina, Paraguai e Uruguai. Essa planta apresenta também potencial para uso
em recuperagdo de areas degradadas, plantios mistos e como ornamental
(ATROCH et al., 2001).

Bauhinia forficata (Leguminosae), uma das cerca de 300 espécies do género
Bauhinia, apresenta-se como uma arvore de porte médio, possuindo folhas
uncinadas com formato semelhante a uma pata de vaca, flores brancas e frutos do
tipo vagem linear. A infusdo das folhas de B. forficata € utilizada na medicina popular
brasileira como agente diurético, hipoglicemiante, ténico, depurativo, no combate a
elefantiase e na reducgao da glicosuria (MARTINS et al., 1998).

Até o presente momento, ndo existem dados disponiveis a respeito da
purificacado de lectina de B. forficata, bem como de suas propriedades ou atividades
bioldgicas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi produzir e purificar a lectina

recombinante de B. forficata a partir de sistema heterélogo em E. coli para sua
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obtencdo em larga escala, visando a caracterizagdo de suas atividades bioldgicas.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O objetivo do presente estudo foi desenvolver um sistema de expressao
heteréloga para a lectina recombinante de Bauhinia forficata Link (rBFL) em E. coli
possibilitando estudos estruturais, funcionais e de aplicagdes biotecnoldgicas desta

lectina.

2.2 Objetivos especificos

- Amplificacdo por PCR e clonagem do gene bfl em vetores de expressao de E.

coli.

- Expresséo do gene da lectina rBFL em E. coli.

- Purificagdo da lectina rBFL para a realizagao de ensaios biologicos.

- Avaliacido da atividade antiproliferativa e/ou citotoxica da lectina rBFL em

cultivos in vitro de linhagens tumorais humanas de adenocarcinoma de mama (MCF-

7), adenocarcinoma de colon (HT-29) e leucemia mieldide aguda (HL-60).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Obtencao do material biolégico

Folhas jovens de Bauhinia forficata Link foram coletadas na cidade de Pelotas -
Rio Grande do Sul, e levadas para processamento no Laboratorio de Biologia
Celular e Molecular Vegetal, localizado no Centro de Biotecnologia, Campus da

Universidade Federal de Pelotas.

3.2 Extracao do DNA gendémico de B. forficata

O DNA genbdmico foi extraido e purificado de 0,5 g de folhas jovens de B.
forficata. O protocolo para purificagao foi baseado na utilizagdo do reagente CTAB
(cetil trietil amdnia brometo). As proteinas foram removidas com cloroférmio:alcool
isoamil (24:1) e a concentragdo e qualidade do DNA nas amostras foram
determinadas pela razdo entre as leituras de absorvancia Azso/A2so Nm. A qualidade
da preparacédo do DNA também foi verificada por eletroforese em gel de agarose
0,8% (SAMBROOK & RUSSEL, 2001).

3.3 Amplificagao por PCR e clonagem do gene bfl no vetor pCR2.1-TOPO

Primers complementares a sequéncia da lectina BPA de B. purpurea (Genbank
numero de acesso D12481) foram desenhados com o auxilio do Programa Vector
NTI 8.0 (Informax inc.). Na extremidade &5 dos primers foram adicionados
nucleotidios correspondentes ao sitio de restricdo para a enzima Kpnl:

BFL Forward:
5" GGGGTACCATGCTTCTCTACAACTCAAA 3’ (Kpnl)
BFL Reverse:
5 GGGGTACCTAGAACACAACATAGTCCAT 3’ (Kpnl)

A reacao de amplificacédo foi realizada em um volume final de 25 uL contendo
300-600 ng de DNA genbmico, MgCl, 2 mM, dNTP 0,2 mM, 6 ng.pL'1 de cada
oligonucleotideo e 1 unidade de Tag DNA polimerase recombinante (Invitrogen). A
reacdo de PCR foi realizada em um termociclador programado para uma
desnaturagao inicial (5 min a 94°C) seguido de 34 ciclos de 1 min a 94°C, 40 s a
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50°C e 2 min a 72°C. O ciclo final teve a duragdo de 8 min a 72°C. As amostras
foram armazenadas a 4°C até a utilizagdo. Os fragmentos amplificados foram
analisados por eletroforese em gel de agarose a 1%. O gene bfl foi clonado no vetor
pCR 2.1 utilizando-se o sistema TOPO TA de clonagem (Invitrogen) segundo
instrugdes do fabricante.

Apos a confirmacdo da presenca do inserto, trés clones recombinantes foram
selecionados e submetidos ao sequenciamento utilizando-se 1 yL de plasmideo
juntamente com o kit de sequenciamento DYEnamicTM ET termination (Amersham
Biosciences) conforme protocolo do fabricante. As reagdes de sequenciamento
foram analisadas no sequenciador MegaBACE 500 (Amersham Biosciences). A
reacao de sequenciamento foi feita em triplicata e a qualidade das sequéncias
checada pela sobreposi¢cao dos fragmentos utilizando o programa Vector NTI 8.0
(Informax inc.). A determinacdo da sequéncia consenso foi obtida pelo alinhamento
dos produtos obtidos utilizando o programa ClustalX.

3.4 Clonagem do gene bfl no vetor de expressao pQE30

Utilizando-se o DNA plasmideal do clone pCR2.1/bfl selecionado, amplificou-se o
segmento de DNA correspondente ao gene da lectina de B. forficata (bfl), por PCR.
Os primers utilizados foram desenhados no programa Vector NTI 8.0 (Informax inc.),

a partir das sequéncias depositadas no GenBank:

BFL/pQE30 Forward:

5 CGGGATCCACAAGCTCAACCTTAAC 3’ (BamHI)
BFL/pQE30 Reverse:

5 CGGGGTACCTTACATACTGGAATAAGAG 3’ (Kpnl)

A reacdo de amplificagdo (PCR) foi realizada em um volume final de 50 pL
contendo DNA plasmideal, 6 ng.pL'1 de cada oligonucleotideo, 1 unidade de Taq
DNA polimerase recombinante (Invitrogen), MgCl, 2 mM, dNTP 0,2 mM e 10% de
tampéao 10x da enzima Taq DNA polimerase. A reagéo foi submetida a um passo de
desnaturagao inicial (94°C, 5 min), seguido por 30 ciclos de desnaturacéo (94°C, 1
min), anelamento (50°C, 1 min) e extensao (72°C, 1 min). Apdés os 30 ciclos, a
reacéo foi submetida a um ciclo final de extensdo a 72°C por 7 min. O fragmento
amplificado por PCR foi purificado utilizando o GFX™ PCR DNA and Gel Band
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Purification Kit (Amersham Biosciences) e analisado por eletroforese em gel de
agarose 0,8%.

O produto de PCR foi clonado no vetor pQE30. Para tal, o produto de PCR e o
vetor pQE30 foram digeridos com as enzimas de restricdo BamHl e Kpnl
(Invitrogen). As reagdes foram incubadas a 37°C por 2 h, sendo acrescentado 2 pL
da enzima fosfatase alcalina (CIP) ao vetor pQE30 nos ultimos 30 min de reacgéo.
Apods a incubacao, o DNA e o vetor plasmidial digeridos foram purificados utilizando
o GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences) e
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,8%. O fragmento gendmico foi
ligado ao vetor plasmideal utilizando T4 DNA Ligase (Invitrogen). Foram utilizadas
quantidades equimolares de vetor e inserto, sendo a reacdo mantida em
termociclador programado para um ciclo de 1h a 16°C e permanéncia a 4°C
overnight. A reacao de ligacdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose

0,8%, e o produto da reagéo utilizado para a transformacéo em E. coli TOP10F.

3.5 Clonagem do gene bfl no vetor de expressao pET32a(+)

Utilizando-se o DNA plasmideal do clone pCR2.1/bfl selecionado, amplificou-se o
segmento de DNA correspondente ao gene da lectina de B. forficata (bfl) por PCR,

utilizando os seguintes primers:

BFL/pET32a(+) Forward:
5" GGGGATCCACAAAGCTCAACCTTAAC 3’ (BamHI)
BFL/pET32a(+) Reverse:
5 CGGAATTCTTACATACTGGAATAAGAG 3’ (EcoRl)

A reacdo de amplificagcdo (PCR) foi realizada em um volume final de 50 pL
contendo DNA plasmideal, 6 ng.pL'1 de cada oligonucleotideo, 1 unidade de Taq
DNA polimerase recombinante (Invitrogen), MgCl, 2 mM, dNTP 0,2 mM e 10% de
tampéao 10x da enzima Taq DNA polimerase. A reagéo foi submetida a um passo de
desnaturagao inicial (94°C, 5 min), seguido por 30 ciclos de desnaturacéo (94°C, 1
min), anelamento (52°C, 1 min) e extensao (72°C, 1 min). Apdés os 30 ciclos, a
reacao foi submetida a um ciclo final de extenséo a 72°C por 7 min. O fragmento
amplificado por PCR foi purificado utilizando o GFX™ PCR DNA and Gel Band
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Purification Kit (Amersham Biosciences) e analisado por eletroforese em gel de
agarose 0,8%.

O produto de PCR foi clonado no vetor pET32a(+). Para tal, o produto de PCR e
o vetor pET32a(+) foram digeridos com as enzimas de restricdo BamH| e EcoRl
(Invitrogen). As reacgdes foram incubadas a 37°C por 2h, sendo acrescentado 2uL da
enzima fosfatase alcalina (CIP) ao vetor pET32a(+) nos ultimos 30 min de reacao.
Apods a incubacdo, o DNA e o vetor plasmidial digeridos foram purificados utilizando
o GFX™ PCR DNA and Gel Band Purification Kit (Amersham Biosciences) e
analisados por eletroforese em gel de agarose 0,7%. O fragmento gendmico foi
ligado ao vetor plasmideal utilizando T4 DNA Ligase (Invitrogen). Foram utilizadas
quantidades equimolares de vetor e inserto, sendo a reacdo mantida em
termociclador programado para um ciclo de 1h a 16°C e permanéncia a 4°C
overnight. A reacao de ligacdo foi analisada por eletroforese em gel de agarose
0,7%, e o produto da reagao utilizado para a transformagédo em E. coli TOP10F e E.
coli BL21 Star (DE3).

3.6 Preparo de células competentes de Escherichia coli

Células competentes de E. coli TOP10F e E. coli BL21 Star (DE3) foram
preparadas para eletroporagdo segundo protocolo descrito por Sambrook e Russell
(2001) com algumas modificagbes. Cada frasco de 250 mL de capacidade contendo
50 mL de meio LB foi inoculado com 5 mL de cultivo overnight a 37°C em meio LB
de cada cepa de E. coli. Essas culturas foram incubadas a 37°C sob agitagdo até
atingirem densidade otica (OD) entre 0,5-0,7 (ODgpo=0,5-0,7). As culturas foram
colocadas em tubos de centrifuga estéreis, resfriados em banho de gelo por 10 min,
sendo o procedimento a seguir feito para cada cultura. Centrifugou-se a cultura a
4000 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi eliminado e o pellet suspendido em 50
mL (mesmo volume inicial de meio de cultivo) de agua a 4°C previamente
esterilizada. Centrifugou-se a suspensao a 4000 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante
foi eliminado e o pellet dissolvido em 25 mL (metade do volume inicial de meio de
cultivo) de glicerol a 10% a 4°C previamente esterilizado. Centrifugou-se novamente
a suspensao a 4000 g por 10 min a 4°C. O sobrenadante foi eliminado e o pellet
dissolvido em 0,5 mL de glicerol a 10%. Este volume foi distribuido em tubos de

microcentrifuga estéreis (aliquotas de 50 pL). As células competentes utilizadas no
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mesmo dia do preparo foram mantidas a 4°C, e as demais foram armazenadas a -

70°C para utilizagao posterior.

3.7 Transformacgao de células competentes

Utilizou-se 1 uL da reacgéao de ligagao (vetor mais inserto) que foi homogeneizado
com pipeta estéril em uma aliquota de célula competente previamente preparada de
50 uL. Esta mistura foi colocada em uma cuveta de eletroporagao previamente
resfriada em gelo, sendo a cuveta encaixada nos eletrodos do eletroporador (Bio-
Rad Laboratories) ajustado para 2,5 kV de voltagem e realizado o choque elétrico.
Apods o processo de eletroporagao adicionou-se imediatamente 450 yL de meio LB
liquido e transferiu-se a mistura para um tubo de microcentrifuga de 1,5 mL de
capacidade, que foi incubado em agitador orbital a 225 rpm a 37°C por 1 h. O cultivo
foi plaqueado em agar LB sdlido acrescido de 100 pug.mL™" de ampicilina e a placa
incubada a 37°C overnight.

As colbnias que cresceram na placa, oriundas do processo de transformacao e
que supostamente possuem o plasmideo recombinante pelo crescimento em meio
contendo ampicilina, foram submetidas a um processo de triagem rapida pelo
método microprep (JOUGLARD et al., 2002). As colbnias isoladas foram
homogeneizadas em tubos de microcentrifuga contendo 15 pL de fenol cloroférmio
(para a extragao do DNA das col6nias) e 15 uL de solugao contendo agua e tampao
de amostra para gel de agarose. Os tubos de microcentrifuga foram agitados em
vortex e centrifugados a 14000 rpm por 2 min. A fase superior resultante nos tubos
foi submetida a eletroforese em gel de agarose 0,7% juntamente com controle
negativo (vetor sem inserto). A comparacao foi feita através da migracao no gel de
agarose, ou seja, os clones que apresentavam o vetor mais o inserto bfl, migraram
menos no gel de agarose em relagdo ao controle negativo (vetor sem inserto).

Os clones caracterizados como recombinantes nesta triagem foram selecionados
e cultivados em 5 mL de LB liquido acrescido de 100 pg.mL'1 de ampicilina a 37°C,
overnight. Deste cultivo utilizou-se 3 mL para extragdo de DNA plasmideal através
do GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences), sendo o DNA resultante
desta extracdo submetido a digestdo com as enzimas de restricdo utilizadas na
clonagem, para checagem da presenga do inserto através de eletroforese do

produto da digestdo em gel de agarose 0,8%. A presencga e a correta insercéo do
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fragmento também foi analisada por sequenciamento. A reagao de sequenciamento
foi realizada em sequenciador MegaBACE 500.

Apdés a confirmagdo dos recombinantes, os clones pET32a(+)/bfl foram
cultivados em 5 mL de LB liquido acrescido de 100 pg.mL™" de ampicilina a 37°C,
overnight. Deste cultivo utilizou-se 3 mL para extragdo de DNA plasmideal através
do GFX™ Micro Plasmid Prep Kit (Amersham Biosciences). O DNA resultante desta
extracdo foi utilizado para a transformacao por eletroporacdo na cepa de E. coli
BL21 Star (DE3), conforme descrito anteriormente. E importante ressaltar que esta
cepa € apropriada para a expressao protéica dos clones pET32a(+)/bfl. Para os
clones pQE30/bfl, a expressao foi realizada na cepa E. coli TOP10F. A presenga do
plasmideo recombinante pET32a(+)/bfl foi novamente checada por digestdo com as

enzimas de restricao utilizadas na clonagem e eletroforese em gel de agarose 0,7%.

3.8 Expressao da lectina rBFL

Os clones recombinantes pQE30/bfl em E. coli TOP10F e pET32a(+)/bfl em E.
coli BL21 Star (DE3) foram selecionados e submetidos a teste de expressao em
pequena escala (10 mL). Foi colocado 1 mL de pré-inéculo de cada clone em 9 mL
de LB liquido acrescido de 100 pg.mL'1 de ampicilina, e a cultura incubada a 37°C
até atingir a densidade 6tica a 600 nm (ODggo) entre 0,5-0,7. Neste momento, foram
recolhidas aliquotas de 1 mL de cada cultura, as quais foram centrifugadas a 14000
rom por 1 min, eliminando-se o sobrenadante e guardando-se apenas as células, a -
20°C. Realizou-se a indugdo com IPTG 0,3 mM, mantendo-se as culturas sob as
mesmas condi¢coes por 3 h. Apds este periodo foram coletadas aliquotas de 1 mL de
cada reacdo, em procedimento igual ao anterior. As aliquotas recolhidas antes e
apoés a inducado com IPTG foram preparadas e submetidas a SDS-PAGE 12% para
verificar os clones que expressavam a proteina. O clone que expressou proteina em
maior quantidade aparente foi escolhido para expressdo em larga escala (500 mL),
plaqueado por esgotamento em LB contendo 100 pg.mL'1 de ampicilina, e incubado
a 37°C, overnight.

A partir de uma colbnia isolada da placa, um inéculo de 5 mL em LB liquido
contendo 100 pg.mL'1 de ampicilina cultivado overnight a 37°C foi preparado e
acrescentado em erlenmeyer contendo 500 mL de LB liquido com ampicilina 100
ug.mL™. A cultura foi mantida em agitador orbital a 200 rpm a 28°C até atingir ODgoo
entre 0,5-0,7. Neste momento, uma aliquota de 1 mL da cultura foi coletada como
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controle n&o induzido. Em seguida foi adicionado IPTG 0,3 mM a cultura, que
permaneceu incubada overnight sob as mesmas condigdes. Apds esse periodo foi
coletada outra aliquota como controle induzido da expressao. As aliquotas
recolhidas foram processadas e submetidas a SDS-PAGE 12%, corado com
Comassie Blue, como controle da expressao. A expressao da proteina recombinante
descrita acima foi realizada também na temperatura de crescimento de 15°C por 24
h.

A expressao da lectina recombinante foi confirmada por Western blotting com
anticorpo monoclonal anti-cauda poli-histidina conjugado com peroxidase (Sigma). A
lectina recombinante foi transferida para uma membrana de nitrocelulose apés
migracao em SDS-PAGE 12%, a 150 kV por 2 h. A membrana de nitrocelulose foi
entdo bloqueada com leite em p6 desnatado a 5% em PBST e incubada a 4°C
overnight. A membrana foi lavada 5x com PBST e incubada com anticorpo
monoclonal anti-cauda poli-histidina conjugado com peroxidase (Sigma) diluido
1:10.000 em PBST, sob agitagao a 150 rpm durante 90 min. A membrana foi lavada
5x com PBST e a revelacdo das bandas foi realizada com o substrato
diaminobenzidina (DAB) e H2O,: misturou-se 0,006 g de DAB em 10 mL de Tris-HCI
50 mM (pH 7,6), 0,1 mL de HyO, a 30% e 1 mL de NiSO4, sendo essa mistura

homogeneizada e colocada sobre a membrana.

3.9 Expressao da lectina rBFL em diferentes cepas de E. coli

Este teste foi realizado com o objetivo de acompanhar a expresséo do plasmideo
recombinante pET32a(+)/bfl em outras cepas de E. coli para verificar se ha um
aumento de expressao da proteina recombinante nas demais cepas utilizadas
(Tabela 1) em comparacgao a cepa padrao (E. coli BL21 Star (DE3)).

As cepas foram plaqueadas em LB com antibiético apropriado (Tabela 1) pela
técnica de esgotamento, para obtencdo de colbnias isoladas. As placas foram
incubadas a 37°C, overnight, para o crescimento das colénias. Apds o tempo de
incubacgao, verificou-se a presenca de colbnias isoladas de todas as cepas. Uma
colonia isolada de cada cepa foi utilizada para a transformagao por choque térmico.
Este procedimento foi realizado em tubos de microcentrifuga, sendo feita uma
reacdo para cada cepa em teste. Colocaram-se em cada reacdo 200 yL de CaCl,
0,1 M, uma colbnia isolada da cepa em teste, homogeneizando-a com a pipeta, e 1
ML do DNA plasmideal em cada tubo. As reagdes foram mantidas em gelo por 15
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min e apos submetidas a 42°C em banho-maria por 1 min (choque térmico). As
reagdes foram novamente colocadas em gelo por 2 min, acrescentou-se 0,5 mL de
LB liquido e incubou-se a 37°C em agitador orbital por 1 h. Apds este periodo, todo o
conteudo de cada reacéao foi colocado em 2 mL de LB acrescido de 100 pg.mL'1 de
ampicilina (marca de selegao para o plasmideo recombinante pET32a(+)/bfl 5), e 50
ug.mL™" de cloranfenicol, quando foi o caso, sendo estes indculos incubados a 37°C
em agitador orbital, overnight.

Apo6s o periodo de incubacdo, os indculos foram expandidos com LB liquido
acrescido do antibiético apropriado para um volume de 15 mL, e mantidos a 37°C
em agitador até atingirem a ODgg entre 0,5-0,7. Neste momento, foram recolhidas
aliquotas de 1 mL de cada reagéao, as quais foram centrifugadas a 14000 rpm por 1
min, eliminando-se o sobrenadante e guardando-se apenas as células, a -20°C.
Realizou-se a indugdo com IPTG 0,3 mM, mantendo-se as culturas sob as mesmas
condicdes por 3 h. Apds este periodo foram coletadas aliquotas de 1 mL de cada
reagao, em procedimento igual ao anterior. As aliquotas recolhidas antes e apods a

inducéo foram preparadas e submetidas a SDS-PAGE 12%.

Tabela 1 — Cepas utilizadas nos testes de expressdao da rBFL, submetidas a
transformagao com o vetor pET32a(+)/bfl, e suas respectivas marcas de

selecao.
Cepa Marca de Selegao

E. coli (DE3) C41 Ampicilina (100 pg.mL™)

E. coli (DE3) C43 Ampicilina (100 pg.mL™)

E. coli (DE3) origami Cloranfenicol (50 ug.mL™)

E. coli origami pLysS Cloranfenicol (50 pug.mL™")

E. coliBL21 (DE3) RP Cloranfenicol (50 pug.mL™")
E. coliBL21 (DE3) RIL Cloranfenicol (50 pg.mL™")
E. coliBL21 (DE3) Groel Cloranfenicol (50 pug.mL™")
E. coli (DE3) CY pLysS Cloranfenicol (50 ug.mL™)
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3.10 Purificagao e quantificagao da lectina rBFL

As culturas submetidas a expressao foram centrifugadas por 20 min a 7000 g a
4°C, e o pellet suspendido e tratado com tampao de lavagem (uréia 8 M; NaH;PO4
200 mM; NaCl 0,5 M; imidazole 5 mM; pH 8,0) acrescido de Triton X-100 a 0,05%
para promover a lise celular, sob agitacdo por 1 h. As células foram lisadas por
sonicagao (2 ciclos sucessivos de 10 s a 20 kHz) e centrifugadas por 1 h.a 7000 g a
4°C. O sobrenadante foi coletado e armazenado para analise em SDS-PAGE 12%; o
pellet foi homogeneizado e tratado com tampéao de solubilizagdo acrescido de uréia
8 M e Triton X-100 a 0,05%, a temperatura ambiente sob agitagdo, overnight. A
amostra foi centrifugada por 1 h a 10000 g a 4°C. O sobrenadante foi coletado,
fitrado com filtro 0,8 ym (Millipore) e submetido a cromatografia de afinidade
utilizando uma coluna de Ni*%-Sepharose (Amersham Biosciences). As proteinas
foram eluidas através de um gradiente de imidazole, em tamp&o de eluigao (uréia 8
M; NaH,PO4 200 mM; NaCl 0,5 M; imidazole 200 mM; pH 8,0). Os eluatos foram
coletados em fragées de 1mL e submetidos a SDS-PAGE 12%. O tratamento do
pellet para solubilizagdo dos corpusculos de inclusdo foi também realizado com
lauril-sarcosine a 0,2% substituindo a uréia 8 M, em procedimento idéntico ao
descrito acima.

As aliquotas coletadas contendo a proteina recombinante foram dialisadas
utilizando-se sacos de celulose para dialise (Sigma). Os sacos de dialise, contendo
as proteinas, foram acondicionados em becker com capacidade para 1 L. A proteina
foi dialisada de forma lenta, contra 1 L de tampédo PBS contendo Triton X-100 a
0,05% a 4°C sob agitagao durante 72 h, com trocas periédicas de 500 mL do tampao
de dialise. A concentracao da proteina apods a dialise foi feita colocando-se os sacos
de dialise em contato com sacarose. O volume de proteina resultante foi separado
em aliquotas, sendo parte destas conservadas sob congelamento (-20°C) com
glicerol a 10% e a outra parte liofilizada. A lectina recombinante purificada foi
submetida a SDS-PAGE 12% na auséncia e na presenca de -mercaptoetanol para
a verificacdo da formacdo de dimeros, e a Western blotting com anticorpo
monoclonal anti-cauda poli-histidina conjugado com peroxidase (Sigma).

As amostras obtidas da purificacdo foram quantificadas pelo método de curva
padrdo com albumina sérica bovina (BSA) em SDS-PAGE 12%. A BSA foi
previamente preparada na concentragao 1 pg.pL'1. Foi preparada uma solugao
contendo 25 pyL de BSA (1 pg.pL'1), com 10 uL de tampao de amostra para SDS-
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PAGE e 15 puL de agua purifcada em sistema Milli-Q, resultando em 50 pL de uma
solucdo com BSA na concentragao 0,5 pg.pL'1. Foram aplicadas quantidades de 1
ML, 2 pL, 4 L, 6 yL e 8 uL desta solugdo em SDS-PAGE 12% (concentragdes de
05,1, 2, 3e4 pg.pL'1, respectivamente) juntamente com as amostras a serem
quantificadas. As bandas nos géis SDS-PAGE 12% foram quantificadas por analise
macroscopica e analise pelo software TotalLab 2.0 (Amersham Biosciences), que

também estimou a massa molecular aparente das bandas.

3.11 Determinacgao da atividade hemaglutinante da lectina rBFL

Primeiramente foram adicionados a cada tubo de ensaio 150 yL de solugéo
contendo Tris HCI 0,1 M, NaCl 0,15 M, pH 7,6 e 50 uL de solug¢ao contendo CaCl; e
MnCl; 200 mM. Foram feitos um controle positivo, adicionando-se a estes reagentes
50 pL da lectina nativa de Bauhinia variegata L., e um controle negativo, sem lectina.
Adicionou-se 50 yL da amostra da lectina recombinante purificada em um tubo e
foram feitas diluicbes seriadas da amostra nos demais tubos (1/2, 1/4, 1/8, 1/16,
etc.). Apds foram adicionados 100 pL de hemacias de coelho a 2% (previamente
tratadas com heparina sodica e lavadas 7x com NaCl 0,15 M) em cada reagéo,
inclusive nos controles. As reagdes foram incubadas a 37°C por 30 min. Apods
repouso por 30 min a temperatura ambiente, a leitura dos ensaios foi realizada por
inspecao macroscopica da ocorréncia de aglutinagdo, e o titulo expresso em
unidade de hemaglutinagdo (UH) e calculo da concentragcdo minima para aglutinar

hemacias.

3.12 Clivagem da lectina rBFL com enzima enteroquinase

Foram digeridas 160 pg de proteina rBFL diluida em 450 yL de agua purificada
em sistema Milli-Q, com 8 uL de enteroquinase e 50 uL de tampao da enzima. A
lectina usada neste ensaio apresentava-se ativa em ensaio de atividade
hemaglutinante. A reagdo foi armazenada a temperatura ambiente, overnight. O
calculo da quantidade de proteina a ser utilizada foi feito com base na informacao de
que cada 1 pL da enzima enteroquinase cliva aproximadamente 20 ug de proteina.
Apds o periodo de acao da enzima, a proteina clivada foi purificada através de
cromatografia de afinidade em coluna de Agarose a-Lactose (Sigma). As fragdes
correspondentes a proteina rBFL foram eluidas da coluna com solugdo contendo

glicina 0,1 M e NaCl 0,15 M pH 2,6, e testadas quanto a atividade hemaglutinante.
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As fragbes que apresentaram atividade hemaglutinante foram submetidas a SDS-
PAGE 12% e a dialise, como descrito anteriormente.

3.13 Atividade da lectina rBFL sobre a proliferagdo celular de linhagens

tumorais

Os ensaios relatados a seguir foram realizados no Laboratério de Cultivo Celular
do Departamento de Fisiologia e Farmacologia do Instituto de Biologia da UFPel. As
linhagens celulares tumorais testadas foram adenocarcinoma de mama humano
(MCF-7), adenocarcinoma de colon humano (HT-29) e leucemia mieléide aguda (HL-
60).

As linhagens celulares MCF-7 e HL-60 foram cultivadas em frascos de
poliestireno de 25 cm? TPP de superficie com 10 mL de meio de cultivo RPMI 1640
suplementado com soro bovino fetal (SBF) a 10%, a temperatura de 37°C em
atmosfera de CO;, a 5%; a linhagem celular HT-29 foi cultivada sob as mesmas
condicdes, porém em meio de cultivo DMEM suplementado com SBF a 10%. As
linhagens foram mantidas através de repiques celulares e do acompanhamento do
crescimento celular a cada 24 h através do célculo da densidade celular em
microscopio Optico invertido, por técnicos do Laboratério de Biologia Celular, sendo
os cultivos congelados e descongelados quando necessario.

O numero de células de cada linhagem foi estabelecido em fungédo do tempo de
duplicagcédo de cada linhagem celular (td) e do tempo previsto para a utilizagdo das
células (t). O trabalho foi realizado com cultivos celulares que estavam em fase
exponencial de crescimento. Em um eppendorf, foram colocados 20 yL da
suspensao e 20 yL de corante Azul de Trypan a 0,4%, totalizando 40 pL. Essa
mistura foi colocada em uma Céamara de Neubauer e levada ao microscépio
invertido para a contagem das células e inferéncia da viabilidade celular. Foram
contadas as células dos quatro quadrantes da cadmara. A seguinte formula foi

utilizada:

NC = (NCV) x 2 x 5 x 10*
4
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NC — numero de células presentes em 1 mL

NCV — numero de células vivas contadas nos 4 quadrantes (media)
2 — diluicao do corante

5 — fator de diluicao

10* — conversao para 1 mL

As células foram semeadas em placas de poliestireno de 96 cavidades,
suspendidas em 100 uL de meio de cultivo RPMI 1640 suplementado com SBF a
10%. As linhagens celulares MCF-7, HT-29 e HL-60 foram semeadas a uma
densidade de 2 x 10* células/poco. As placas foram incubadas a 37°C por 24 h, para
permitir a aderéncia das células a placa de cultivo. O tempo de aderéncia (Ty) pode
variar segundo a linhagem celular, por isso determinou-se 24 h. Apds, foram
adicionadas ao cultivo as diferentes concentragbes da lectina recombinante
preparadas, resultando num volume total de 2 uL/cavidade.

Foram testadas 3 réplicas para cada concentragdo da lectina (T). Na mesma
placa foram preparados “controles” (C), cultivos paralelos que continham células e o
diluente ou excipiente da lectina (glicerol a 10%), e “brancos”, cavidades que n&o
continham células, apenas meio de cultivo e as concentragdes da lectina. Em outra
placa, a suspensao celular foi distribuida em cavidades que serviram para medir,
uma vez corada, a densidade Optica correspondente ao numero de células de
partida (Ty), ou seja, as células aderidas na placa apos 24 h de incubagado. Esta
placa, chamada de “placa ao tempo zero”, também continha réplicas de cavidades
que serviram de reativo branco para os valores de Ty.

Apds a incubacdo das placas a 37°C por 48 h, as células foram fixadas pela
adicao de 50 pL de acido tricloroacético (TCA) a 50% a 4°C, para MCF-7 e HT-29, e
TCA a 80% a 4°C para HL-60, em cada cavidade, sendo as placas incubadas a 4°C
por 1 h. O sobrenadante foi descartado e foram realizadas 5 lavagens com agua
destilada. As placas foram invertidas e secas a temperatura ambiente. A placa ao
tempo zero (Ty) foi fixada com TCA a 50% apds 24 h de cultivo (neste tempo foram
adicionadas as concentragdes teste), lavada e armazenada a 4°C até a coloragao,
realizada juntamente com as placas teste.

A coloracao foi realizada pela adicao de 100 uL de solugao de Sulforrodamina B
(SRB), preparada com 0,4 g em acido acético a 1%, em cada cavidade dos testes e

dos controles. As placas foram incubadas durante 30 min a temperatura ambiente,



37

sendo a solugédo ndo fixada eliminada através de 5 lavagens com acido acético 1%.
As placas foram invertidas para secagem a temperatura ambiente. O corante foi
ressolubilizado e fixado nas proteinas celulares pela adicdo de 100 uL de Tris
Hidroximetil Amino Metano. As placas foram colocadas em agitador orbital a 200 rpm
por 5 min e a leitura da OD foi realizada em espectrofotdmetro a 492 nm.

Os resultados da avaliacdo de atividade sobre as linhagens tumorais foram
obtidos através da leitura no espectrofotdmetro e analisados no software estatistico
GraphPad Prism versao 4.0 para Windows. Com base nos resultados, foi avaliada a
taxa de proliferagao celular ao longo dos dias de teste.

Com base nos valores de OD4g; obtidos, foram calculadas as médias dos testes,
dos controles e da placa ao tempo zero das réplicas. Desta forma foram obtidos trés
valores: Ty, referindo-se a OD correspondente ao numero de células em cultivo a
tempo zero; C, referindo-se a OD correspondente aos cultivos controle que
cresceram apenas na presenca do excipiente, sem a lectina, e T, referindo-se a OD
correspondente as cavidades teste, que continham as diferentes concentracdes da
lectina.

A medida da viabilidade e sobrevivéncia celular apds o cultivo foi expressa como
%T/C [(OD de células tratadas)/(OD do controle celular) x 100]. Utilizando estas
medidas, a resposta celular foi calculada nos términos de: estimulagdo do
crescimento, auséncia do efeito da lectina, inibicdo do crescimento e morte celular.
Com base nisso, foram originados graficos para a obtengédo de curvas

dose/resposta.

Se T=T), os resultados foram calculados segundo a seguinte férmula:

[(T-To)/(C-To)] x 100

Se T<Ty, o qual significa que o produto causa morte celular, os resultados foram

calculados com a féormula:

[(T-T0)/TO) x 100]

Desta forma, objetivou-se a construgao de curvas dose/resposta e a partir delas

foram calculados 3 niveis de efeito, quando possivel:
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Clsp: concentracao inibitéria do produto capaz de reduzir 50% o crescimento

celular nos cultivos teste durante o periodo de incubagao.

Clso=100*[(T-T0)/(C-T0)=50

CIT: concentragao da lectina que causa inibicdo total do crescimento celular,
quando a quantidade de proteina presente na cavidade ao final do periodo de

incubacéo for igual aquela presente no tempo de adigéo da lectina rBFL.
CIT=T=TO0
CLsp: concentragcdo do produto que causa 50% de redugdo da quantidade de
proteina medida a tempo zero. Este valor indica que se tem reduzido o numero de

células presentes nas cavidades correspondentes.

CL5o=100*[(T-T0)/T0]=-50
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4 RESULTADOS

4.1 Clonagem do gene bfl no vetor pCR2.1-TOPO

O gene bfl foi clonado com sucesso no vetor de clonagem pCR2.1-TOPO. Trés
clones recombinantes foram selecionados visualmente pela coloragdo branca das
colénias recombinantes, em meio de cultura contendo X-gal. As col6nias foram
cultivadas, tendo seu DNA plasmideal extraido, purificado e utilizado para o
sequenciamento de DNA. Os resultados obtidos no sequenciamento n&o
demonstraram diferengas nas sequéncias de DNA entre os trés clones selecionados,
revelando uma sequéncia codificante de 873 pb, incluindo o peptideo sinal. A
sequéncia obtida, denominada gene bfl, esta ilustrada na figura 1. O gene bfl, sem

peptideo sinal, resulta em uma sequéncia de 780 pb.

cttctctacaactcaaaaccttatgttcttcaagtcatcttcataactttgtttctcacccaactttcce
L L. Yy N S K P Y V L Q V I ¥ I T L F L T Q L S
aaggtgcagtcaacaactttaacaagcttcacgttccccaatttctggtcaaattccctagaaaatggtact
K vog s T T L T S F T F P N F W S N S L E N G T
gaaataagcttcctaggcggagccacttatactcecctggtgctctacatcttaccaggattgectgaagatggt
E I s ¥ L G G A T Y T P G AL H L T R I A E D G
ttccct aaaagtgacgcaggccaagcttcatattctcaccctgtgttecctttggaatagcacaggccat
F P K S bA G QA S Y S H PV F L W N S T G H
gaagcaagcttttacacttccttcteccttecttataaaaaattctgatgttccaaaagttacagectgatgge
E A S F Yy T S F s F L I K N S D V P K V T A D G
tttgccctcectttecttgcaccteccggattctagegtcaaaaattatggaggatgecttggacttgtcacatca
¥F AL ¥F L A P P D S S V K N Y G G C L G L V T S
tatgcaactgcggctgacccatcaaagaatcaatttgttgctgttgaatttgacacttggccaaatgtagag
Yy A T A A D P S K N Q F V A V E F D T W P N V E
tttcctgacccaccctatccacatattggaattgatgttaactctactgtctcececgttgcaactaagagatgg
¥ p D P P Y P H I G I DV N S T V S V A T K R W
gaaaacgctgatgcctatggtaacagaatcgccacagcccacataacctatgacgectcatccaaaatcata
E N A DAY G N R I AT A H I T Y DA S S K I I
aatgttcttttaacttatgataatggtagaccttatgtactatctcatgttgtggattttccaaagattctt
N VL L T Y DN G R P Y V L S H V V D F P K I L
ccaacatgggttcgtattggcttctctgcgggcactgggtataatgaaacaacatatattctctcecttggage
p T w Vv R I G F 8 A G T G Y N E T T Y I L S W S
ttcacttcaacattggatagctccaaaatcagagccttgactcaaaacttaaggtcttcggectcttattce
F T S T L D S s K I R A L T QQ N L R S S A S YS
agt taa
S *

Figura 1 - Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidos deduzidos obtidos por
sequenciamento dos clones pCR2.1/bfl contendo o gene bfl. O codon de iniciagao e
o sitio de terminacdo estdo indicados por um asterisco. A sequéncia sinal esta
indicada pela regiao sombreada (aminoacidos 1-31).

A analise da sequéncia utilizando ferramentas de bioinformatica como o

programa BioEdit, revelou que a sequéncia de bfl apresenta um conteudo de G+C
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de 41,58% e de A+T de 58,42% e elevada similaridade com as sequéncias génicas
das lectinas de B. purpurea (BAULEC - D12481.1) e G. simplicifolia (GSI-B4
AF428148.1) com 87% e 67% de similaridade, respectivamente, como pode ser

observado na figura 2.

)1 10 20 30 40 50 60 70 86
)

ATCATAATTCACAACCATGCTTCTCTACAACTCARAATCCTATGTTCTTCAACT TATCTTCATAACTTTGTTGCTCACCCAACTTA
) = mmmm o ATGCTTCTCTACAACTCAAAACCTTATGTTCTTCAAGTCATCTTCATAACTTTGTTTCTCACCCAACTTT
) ______________________________________________________________________________________
@7) 87 100 110 120 130 140 150 160 172
87) ACAAGGTGAAGTCAACAAGCTCAACCTTAACAGECTTCACCTTCCCCAATTTCTGGTCARATACCCARGARAATGGTACAGARATA
1) CCAAGGTGCAGTCAACAA-————- CTETAACAAGCTTCACGTTCCCCAATTTCTGGTCAAATTCCCTAGAANATGGTACTGAAATA
e A - AACTTCTGGTCCGATG--~ITGAGGATAG--CB----TA
3) 173 180 19 200 210 220 230 240 258
3) AECTTOCTAGCRARTGCCALTRAT ACTCCTGGGBC T TACGCC TTACC AGGATEGGEGARGATGGEATCCONG TRAAGAGCAACGC
1) AGCTTECIAGGEEGAGCCACTTATACTECTGGTECTCTACATC TTACCAGCATTIGCIGAAGA TGGT TCCCTATGAARAGTGACGC

AFCTTTCAAGGTGAEGCAAACACAACTGCTGGAACTTTGCAACTTTGCAAGACAAACCAGTATGGEACCCCABTCCAATGGAGCGE
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37) AGGCCAAGCETCATATTCTCACCCIGTGETICCTTTGGAATAGCACA --GGECA-TGANGCAAGCTTITACACTICETTCICCTTCC
17) AGGCCGAGCCTTATACTCTGATCCAGTGCAACTTTGGEACAACAA GGAA7$TGTCGCAAGCTTCTACACAGAATTCACCTTTT
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97) ACAACGATGATGCCTATG-TAACAAAATCG--ACAGCCCACATAACCTATGATGCCACATCCAAAATAATAACTGTTCTTTTAACT
78
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BAULE

Jus]
mo
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AAGATAGTGACATTTTTAGTGGGARGATTEECACTGCTCGTATAAGCTATGABGGCICCGCCGAAATETTAAGCGTCGTTTTATCT
689 700 710 720 730 740 750 760 774
TATGATAATGGTAGACATTATCANCTATCECATEIGGTEGATE TECEARAGAT TCTTCCRGAACEGGTTAGRATTGGETTETCCGG
TATGATAATGGTAGACCTTATGEACTATCICATCIEGTECATITTCCAAAGATTCTTCCAACATGGGTTCGTATTGGEITCTCEGE
TATCCAGATGGTTCAGATTATATTCTTTCACATTCEGTTGATATECGTCARAATCTTCCTEAATCGGTTACAGTTGGAATTTCEGE
@75) 7175 780 790 800 810 820 830 840 850 860

BAULEC (766) GGGCACTGGATTTAATGA----~~- AACACARTATATTCTETCTTGGAGETTCACTTCAAGGTTGAATAGCACCARAATEAGTGCE -
BF (750) GGGCACTGCGTATAATGA-———-— ARCAACATATATTCTETCTTGGAGETTCACTTCAAGATTGGATAGCTCCARAATCAGAGCE -
GSHB4 (624) ATCCACTGGAAATAACCAGTTTTTAACTGTCTATATTCTTTCTTGGCGTTTCAGTTCAAACT TGCAGAGCACGAGCGTTAARGCTG
(861) 861 870 880 890 900 910 920 930 946

w&AEC (845) ~--TTGACTCAGAANGTTA-AGGTCETE -GGECTCTTAT--TCEAGT -~~~ ATGTAAACTCITATCTARATARGGTACANCCARGE
F (829) -—-TIGACTCARAACTTA-AGGTCTTC-GCCCTCTTAT-~TCCAGT-———— ATGTAR-——————— === === ——————

GS{M 710

B
2
[

AAAACGCTGZ—\TGCCTAT;gTAACAGAATC?CACAGCCCACATAACCTATGACGCCTCATCCAAAATCATAAATGTTCTTTTAACT

BAULEC

%?ﬁ%%

GSI—B4

(¢}

&R

CCATGGAACCAGAGATCACACGTACTGTGGTCTGATGTGCTCTAGCTAGTCATTTATGTETTGATGIGAAGGATTCAGTGCTGATC

Figura 2 - Alinhamento das sequéncias génicas de B. forficata (BFL) e de outras
duas lectinas de espécies da tribo Cercideae, B. purpurea (BAULEC) e G.
simplicifolia (GSI-B4). As setas indicam as inser¢des de nucleotideos no gene bfl em
relacdo ao gene da lectina BAULEC, com a qual possui maior similaridade.

O alinhamento das sequéncias baulec com a sequéncia génica bfl possibilita a
verificacdo da existéncia de 12 gaps e 99 modificagdes entre os fragmentos

correspondentes enquanto que gsi-b4 possui 20 gaps e 172 modificagdes. Quando
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comparamos O gene que codifica para a lectina BAULEC, verifica-se que as
principais modificagdes entre estes genes podem ser observadas no final do peptidio
sinal entre as posigdes 100 e 110, com seis gaps em relagdo a sequéncia de bfl
(Figura 2). Além disso, também ¢é possivel verificar que bfl possui seis insergdes
sendo trés nas posi¢des 56, 57 e 58 e as outras nas posi¢coes 622, 634 e 635.
Assim, a sequéncia de aminoacidos da pro-proteina, com o peptideo sinal é de 290
aminoacidos, igual a de BAULEC. As principais caracteristicas da proteina madura

sdo demonstradas na tabela 2.

Tabela 2 - Principais caracteristicas deduzidas da cadeia madura da lectina BFL
utilizando o programa Vector NTI 8.0 (Informax inc.).

Analise Resultado
Comprimento do fragmento 259 aa
Massa molecular 28325,95 Daltons
1 microgram = 35,303 pMoles
Coeficiente de Extincado Molar 50900
A[ng] de 1 mg/mL 1,80 AU
Ponto Isoelétrico 5,43
CargaempH 7,0 -5,71

4.2 Clonagem do gene bfl no vetor de expressao pQE30

Para a clonagem do gene bfl, foi realizada amplificacdo através de PCR
utilizando o plasmideo recombinante pCR2.1/bfl como molde. O produto de PCR
purificado e o plasmideo pQE30 foram digeridos com as enzimas de restricdo BamH|
e Kpnl e ligados pela acdo da enzima T4 DNA ligase. O produto da ligacéo foi
utiizado para a transformacdo em E. coli TOP10F. A triagem dos clones
recombinantes foi feita através de microprep das col6nias que cresceram na placa
resultante da transformacdo. Das 30 colbnias isoladas selecionadas para o
microprep, 4 foram classificadas como aparentemente recombinantes por
apresentarem plasmideos com maior massa molecular aparente em gel de agarose
quando comparada a migragédo do vetor sem inserto. As colénias foram cultivadas e
o DNA plasmideal extraido, purificado e digerido com as mesmas enzimas de
restricdo utilizadas na clonagem. O produto da digestao foi submetido a eletroforese

em gel de agarose para confirmagao da liberacdo do inserto. Apenas um desses
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clones demonstrou a presenca do gene bfl no gel de agarose e foi denominado
pQE30/bfl (Figura 3). Foi feito estoque da cultura do clone em glicerol a 20%,
mantido a -20°C. O sequenciamento do clone também confirmou a presenca do

inserto.

T8/lacO promotor
EcoRI (89)
— 6xHIS
T Bam I (146)
bfl

~ Kpnl (936)

pQE30/bf
4229 pb

\
N
Xbal (1932)

Figura 3 — Mapa do vetor de expressao pQE30/bfl.

4.3 Clonagem do gene bfl no vetor de expressao pET32a(+)

Para a clonagem do gene bfl, foi realizada amplificacdo através de PCR
utilizando o plasmideo recombinante pCR2.1/bfl como molde. O produto de PCR
purificado e o plasmideo pET32a(+) foram digeridos com as enzimas de restrigao
BamHI e EcoRI e ligados pela T4 DNA ligase. O produto da ligagao foi utilizado para
a transformacédo em E. coli TOP10F. A triagem dos clones recombinantes foi feita
através de microprep das colbénias que cresceram na placa resultante da
transformacdo. Das 30 colbnias isoladas selecionadas para o microprep, 6 foram
classificadas como aparentemente recombinantes por apresentarem plasmideos
com maior massa molecular aparente em gel de agarose quando comparada a
migragdo do vetor sem inserto. As col6nias foram cultivadas e o DNA plasmideal
extraido, purificado e digerido com as mesmas enzimas de restricdo utilizadas na
clonegem. O produto da digestao foi submetido a eletroforese em gel de agarose
para confirmacdo da liberacdo do inserto. Dois desses clones demonstraram a
presenca do gene bfl no gel de agarose, clones 5 e 16, conforme a numeragao das
colbénias na placa da transformacdo. Foram feitos estoques das culturas desses dois

clones em glicerol a 20%, mantidos a -20°C. O sequenciamento de DNA do clone 5
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confirmou a presencga do inserto, e este clone, denominado pET32a(+)/bfl (Figura 4)

foi selecionado para estudos de expressao em E. coli.

T7 terminator
f1 origin His tag
~ EcoRI (193)
bf lectin
~ BamHI (979)

bla (amp) sequence
52 enterokinase

N
Kpn1(1019)

pET32a(+)/bfl ‘ pA-  Stag

6680 bp

thrombin

His tag
trx tag
ColE1 pBR322 origin T7 promotq

lac operato]

Figura 4 — Mapa do vetor de expressao pET32a(+)/bfl.

4.4 Expressao e purificagao da lectina rBFL

Para obter a expressao da lectina rBFL em E. coli, a cepa de E. coli BL21 Star
(DE3) foi transformada com os clones pET32a(+)/bfl 5 e 16, sendo que uma colbnia
de cada transformacado foi selecionada e submetida a teste de expressdo em
pequena escala. Ambas expressaram a lectina, porém o clone pET32a(+)/bfl 5
apresentou uma banda mais intensa correspondente a lectina em SDS-PAGE (dado
ndao mostrado). Em funcdo disso, a expressdo e a purificacdo da lectina
recombinante em larga escala foi sempre realizada com o clone pET32a(+)/bfl 5.
Durante a expressao da proteina em larga escala, verificou-se a presenga da lectina
recombinante apenas na forma insoluvel, em corpusculos de inclusdo, sendo
sempre necessario o tratamento com agente desnaturante, uréia 8 M ou lauril-
sarcosine a 0,2%. Nem a expressao a 15°C por 24 h possibilitou a expressao da
lectina de forma soluvel, ou seja, presente no sobrenadante da cultura.

As proteinas foram purificadas por cromatografia de afinidade utilizando coluna
de Ni*2-Sepharose, através do sistema de cromatografia liquida de baixa pressao
AKTAPrime (Amersham Biosciences). As fragdes coletadas do AKTAPrime foram
submetidas a um SDS-PAGE 12% para avaliar a purificagcdo das proteinas

recombinantes e a possivel presenca de proteinas inespecificas.
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Foram obtidos altos niveis de expressao e purificacdo da lectina recombinante
BFL codificada pelo vetor pET32a(+)/bfl produzida em E. coli, através dos dois
métodos de solubilizagdo dos corpusculos de inclusdao, como demonstrado nas
figuras 5 e 6. A lectina rBFL denota uma massa molecular aparente de 44 kDa em
SDS-PAGE 12% e através de analise no software TotalLab 2.0 (Amersham
Biosciences), compativel com o esperado pela expressdo da lectina no vetor
pET32a(+). A expressdo da proteina foi confirmada por Western blotting com

anticorpo monoclonal anti-cauda poli-histidina conjugado com peroxidase (Sigma).

1 23 456 7 8 9 10 1112

Figura 5 — SDS-PAGE 12% da purificagdo da rBFL por cromatografia de afinidade
utilizando uréia 8 M para solubilizacdo da proteina. 1, rBFL purificada; 2, amostra da
cultura ndo induzida; 2, amostra da cultura induzida; 4 a 12, fracbes coletadas na
purificacao da lectina recombinante.

123456 7 8 91011

Figura 6 — SDS-PAGE 12% da purificagdo da rBFL por cromatografia de afinidade
utilizando lauril-sarcosine a 0,2% para solubilizagcédo da proteina. 1, amostra da
cultura ndo induzida; 2, amostra da cultura induzida; 3 a 11, fracbes coletadas na
purificacao da lectina recombinante.
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A lectina purificada foi também analisada em SDS-PAGE 12% na auséncia e na
presenca do agente redutor B-mercaptoetanol (Figura 7). Na auséncia deste,
constatou-se que parte da lectina recombinante apresenta-se na forma de dimeros
possuindo massa molecular de 94 kDa (Figura 7), o que condiz com a massa
molecular esperada considerando-se a fragdo monomeérica da lectina rBFL fusionada
e pela analise no software TotalLab 2.0 (Amersham Biosciences) (Figura 8). Ambas
as bandas, correspondentes as fragdes monomérica e dimérica da proteina,
respectivamente, reagiram em Western blotting com os anticorpos monoclonais anti-
cauda poli-histidina conjugados com peroxidase (Sigma), como demonstrado na
figura 9. O maior rendimento obtido da lectina recombinante foi de 40 mg.L™" de
cultura, resultante do tratamento com uréia 8 M. Durante a didlise, observou-se
pequena precipitacdo da lectina rBFL. Mudangas de pH foram realizadas na solugao
de dialise e observou-se que a lectina precipitou em fung¢ao do pH, sendo que nao
houve precipitacdo da lectina em valores de pH entre 2,5 e 3,5.

1 2 3 4 56 7

41 kDa — >

27 kDa —»

18 kDa —»| «.

Figura 7 — SDS-PAGE 12% de fragbes da purificagdo da rBFL com uréia e lauril-
sarcosine, tratadas com e sem B-mercaptoetanol (-ME). 1, marcador molecular; 2,
purificacdo com uréia, tratada com B-ME; 3, purificacdo com uréia, nao tratada com
B-ME; 4, purificacdo com uréia, nao tratada com B-ME e nao fervida; 5, purificacéo
com lauril-sarcozine, tratada com B-ME; 6, purificagdo com lauril-sarcozine, nao
tratada com B-ME; 7, purificacdo com lauril-sarcozine, nado tratada com B-ME e nao
fervida.
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Figura 8 — Massa molecular das bandas das fracbes dimérica (A — pico 2) e
monomeérica (B — pico 4) da rBFL, estimado pelo software TotalLab 2.0 (Amersham
Biosciences).

A

Figura 9 — Painel A: SDS PAGE 12% da lectina rBFL demonstrando as bandas
correspondentes as fragcdes dimérica e monomérica da proteina. Painel B: reagao
das bandas correspondentes as fragdes dimérica e monomérica da proteina em
Western blotting com anticorpos monoclonais anti-cauda poli-histidina conjugados
com peroxidase (Sigma). 1, purificagdo com uréia, ndo tratada com B-ME; 2,
purificacdo com uréia, tratada com B-ME; 3, purificagdo com lauril-sarcosine, nao
tratada com B-ME; 4, purificacdo com lauril-sarcosine, tratada com 3-ME.
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4.5 Teste de expressao da lectina rBFL em diferentes cepas de E. coli

Testes de expressdo com cepas variadas de E. coli (E. coli (DE3) C41, E. coli
(DE3) C43, E. coli (DE3) origami, E. coli origami pLysS, E. coli BL21 (DE3) RP, E.
coli BL21 (DE3) RIL, E. coli BL21 (DE3) Groel, E. coli (DE3) CY pLysS)
transformadas por choque térmico foram realizados. Apenas trés das oito cepas (E.
coli BL21 (DE3) RP, E. coli BL21 (DE3) RIL e E. coli origami pLysS) foram
transformadas com plasmideo pET32a(+)/bfl 5 e expressaram a lectina (Figura 10),
porém nao foi verificado aumento aparente da expressao através de SDS-PAGE
12% quando comparado com a cepa padrao utilizada (dado ndo mostrado). Desta
forma, manteve-se a expressao da lectina em larga escala na cepa E. coli BL21 Star
(DE3).

1 2 34 5 6 7 8

Figura 10 — Expressao da lectina rBFL em diferentes cepas de E. coli em gel SDS-
PAGE 12%. Painel A: amostras ndo induzidas das culturas; Painel B: amostras
induzidas das culturas. 1, rBFL purificada; 2, E. coli (DE3) C41; 3, E. coli (DE3) C43;
4, E. coli BL21 (DE3) RP; 5, E. coli BL21 (DE3) RIL; 6, E. coli BL21 (DE3) Groel; 7,
E. coli (DE3) CY pLysS; 8, E. coli origami pLysS.

4.6 Quantificagao da lectina rBFL

A quantificacdo das proteinas, apds a dialise, através da curva de BSA em SDS-
PAGE 12% e do software TotalLab 2.0 (Amersham Biosciences) demonstrou
resultados compativeis, sendo que a proteina tratada com uréia teve concentracao
de 0,25 mg.mL™", e a proteina tratada com lauril-sarcosine, 0,19 mg.mL™" (Figura
11). A banda de proteina dimerizada resultante do tratamento com uréia 8 M
também foi quantificada pelo software TotalLab 2.0 (Amersham Biosciences),

apresentando concentracao estimada de 5 pg.mL'1.
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1 2 3 4 5 6 7

Figura 11 - Quantificagdo da lectina rBFL com curva de BSA em SDS-PAGE 12%. 1,
BSA 0,5 pg/uL; 2, BSA 1 pg/uL; 3, BSA 2 ug/uL; 4, BSA 3 pg/uL; 5, BSA 4 ug/uL; 6,
lectina rBFL (purificacdo com uréia 8 M); 7, lectina rBFL (purificagdo com lauril-
sarcosine a 0,2%).

4.7 Atividade hemaglutinante da lectina rBFL

A lectina recombinante obtida da fragao tratada com lauril-sarcosine a 0,2% né&o
apresentou qualquer atividade hemaglutinante. As fragbes de proteina purificada
que foram liofilizadas n&o apresentaram atividade hemaglutinante apods sua
recuperacao. Portanto, apenas a proteina proveniente do tratamento com uréia 8 M,
expressa nas temperaturas de 15°C e 28°C, apresentou atividade hemaglutinante,
na presenca de ions Ca*? e Mn'2 A lectina nao apresentou atividade
hemaglutinante em nenhum momento na auséncia desses ions na reagdo. Quando
comparada a lectina nativa de Bauhinia variegata L. (usada como controle positivo
nas reacgdes), a lectina rBFL apresenta menor atividade hemaglutinante.

A maior atividade hemaglutinante foi demonstrada pela lectina expressa a 15°C e
tratada com uréia 8 M para solubilizacdo dos corpusculos de inclusdo. A unidade
hemaglutinante (UH) foi expressa como o inverso da maior diluicdo capaz de
aglutinar eritrécitos de coelho por visualizagdo macroscopica, sendo que UH=16,
uma vez que a maior diluigdo que apresentou aglutinacdo foi 1/16. A menor

concentragdo desta lectina capaz de aglutinar eritrécitos de coelho foi 16 ug.mL™.

4.8 Clivagem da lectina rBFL com enzima enteroquinase
No ensaio de clivagem com a enzima enteroquinase, apdés o periodo de
incubacéo, a fracdo da proteina tratada foi submetida a cromatografia de afinidade

em coluna de Agarose a-Lactose (Sigma), a fim de purificar a proteina. As fragdes
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de 1 mL eluidas da coluna com tampao glicina 0,1 M pH 2,6 foram submetidas a
ensaio de atividade hemaglutinante em tubos de ensaio contendo tampé&o Tris HCI
0,1 M pH 7,6 para evitar a hemdlise celular, sendo as fragbes ativas reunidas para
confirmacdo em SDS-PAGE 12%. Apds a eletroforese nenhuma banda foi
observada no gel, impossibilitando a quantificacdo da lectina tratada com
enteroquinase. Apesar disso, foi verificado, por visualizagdo macroscopica, que esta
lectina apresentou maior atividade hemaglutinante quando comparada a atividade da
lectina ndo tratada com enteroquinase. As amostras foram submetidas a diélise,
concentragdo e ensaio de atividade hemaglutinante, ndo sendo constatada qualquer
atividade.

Apesar da néao realizagao de testes de inibigdo da atividade hemaglutinante com
diversos carboidratos, a lectina recombinante demonstrou especificidade por lactose,
pois foi purificada através de cromatografia de afinidade em coluna de Agarose a-
Lactose (Sigma).

4.9 Atividade da lectina rBFL sobre a proliferagcao celular de linhagens

tumorais

A atividade da lectina rBFL sobre a proliferacdo celular foi determinada por
ensaio colorimétrico com SRB, onde as linhagens citadas anteriomente ficaram
expostas 72 h ao efeito da lectina rBFL, com o objetivo de construir curvas dose-
resposta para cada linhagem celular testada.

Para as linhagens HL-60 e MCF-7, as concentra¢des da lectina rBFL utilizadas
foram 300 pg.mL™", 250 pg.mL™", 200 pg.mL", 150 pg.mL" e 100 pg.mL™". Para a
linhagem HT-29, as concentragcbes da lectina recombinante utilizadas foram 600
ug.mL™", 400 pg.mL™", 200 pg.mL™", 100 ug.mL™" e 50 pg.mL™". E importante ressaltar
que a preparacgédo de concentragdes diferentes para cada linhagem é resultante de
ensaios realizados em periodos distintos, pela indisponibilidade de todas as
linhagens celulares no mesmo periodo.

Conforme ilustrado na figura 12, observou-se que todas as concentragbes da
lectina rBFL (300 pg.mL™, 250 ug.mL™", 200 pg.mL™, 150 ug.mL" e 100 pg.mL™)
inibiram a proliferagédo celular da linhagem leucémica HL-60 quando comparadas ao
controle (100%). No entanto, a inibicado nao foi proporcional a concentracao, pois as
concentragdes maiores da lectina rBFL (200 ug.mL™", 250 pyg.mL™" e 300 pg.mL™)

inibiram a proliferacdo em relagdo ao controle, porém aumentaram a proliferacéo
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celular quando comparadas as concentragdes menores (100 yg.mL™" e 150 ug.mL"
'). Estas apresentaram maior efeito inibitério em relagdo ao controle. Nenhuma das
concentracdes utilizadas da lectina rBFL induziu morte celular. Portanto, a lectina
rBFL apresentou efeito antiproliferativo em todas as concentracdes testadas sobre a
linhagem HL-60, quando comparada ao controle, ndo demonstrando efeito dose
dependente.

100+
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% de proliferagao celular

c L) L) L) L} L]
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Log4o [Mg/mL, rBFL]

Figura 12 — Efeito da rBFL sobre a proliferagdo das células da linhagem HL-60.

Conforme ilustrado na figura 13, observou-se que as menores concentragdes da
lectina rBFL (100 pg.mL™, 150 ug.mL™" e 200 pg.mL™") inibiram a proliferacéo celular
da linhagem MCF-7 quando comparadas as concentragdes maiores, e também
quando comparadas ao controle. As concentragbes maiores da lectina rBFL (250
pg.mL'1 e 300 pg.mL'1) aumentaram a proliferacdo celular quando comparadas as
trés concentragdes menores utilizadas, e também em relagdo ao controle. Nenhuma
das concentragcdes utilizadas da lectina rBFL induziu morte celular. Portanto, a
lectina rBFL apresentou efeito antiproliferativo nas concentracées 100 pg.mL'1, 150
ug.mL" e 200 pg.mL™" sobre a linhagem MCF-7, porém ndo demonstrou efeito dose
dependente. Em contrapartida, nas concentragdes de 250 pg.mL'1 e 300 ug.mL'1, a

lectina rBFL apresentou efeito estimulante da proliferagao celular.
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Figura 13 - Efeito da rBFL sobre a proliferagao das células da linhagem MCF-7.

Conforme ilustrado na figura 14, observou-se que todas as concentragdes da
lectina rBFL (50 pg.mL™", 100 ug.mL™", 200 pg.mL™", 400 ug.mL" e 600 pg.mL™)
inibiram a proliferagdo celular da linhagem HT-29 quando comparadas ao controle.
O efeito inibitério apresentou-se maior nas concentracées 200 pg.mL'1, 400 pg.mL'1
e 600 pg.mL'1. A maior concentracao utilizada, de 600 pg.mL'1, inibiu a proliferagao
celular em aproximadamente 70% quando comparada ao controle. Nenhuma das
concentragdes utilizadas da lectina rBFL induziu morte celular. Portanto, observou-
se um efeito dose dependente da lectina rBFL sobre a linhagem HT-29, pois houve
inibicdo da proliferacdo conforme o aumento da concentracdo da lectina rBFL. A
partir deste resultado, foi possivel fazer o calculo de Clsg, ou seja, da concentragéo
inibitoria da lectina rBFL capaz de reduzir 50% o crescimento celular nos cultivos

teste durante o periodo de incubacgao, que foi 429,5 pg.mL'1 (Cl50=2.633).
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Figura 14 - Efeito da rBFL sobre a proliferagcao das células da linhagem HT-29.
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5 DISCUSSAO

Neste estudo, o objetivo foi desenvolver um sistema de expressao para a lectina
de B. forficata (BFL) visando possibilitar estudos comparativos e de aplicagdes
biolégicas. Usando uma estratégia de amplificagdo direta por PCR do DNA
gendmico, similar aquela empregada para a lectina de Erythrina cristagalli (ECL)
(STANCOMBE et al., 2003), Myrabilis expansa (VEPACHEDU et al., 2005) e
Bauhinia purpurea (BPA) (KUSUI et al., 1991), foi possivel obter a seqiéncia
completa do gene que codifica para a lectina BFL.

A sequéncia do gene bfl foi comparada a de outras lectinas de Caesalpinoideae
e apresentou elevada identidade com estas lectinas, levando-nos a propor que a
lectina BFL pode também apresentar caracteristicas similares, sendo entdo passivel
de utilizacdo em ensaios de aplicagdes biolégicas. Além disso, a comparagao entre
o gene bfl e o gene baulec de B. purpurea, revela dele¢des e inser¢gées que podem
resultar numa diferenca na afinidade fina a carboidratos e glicoconjugados de rBFL
propiciando, dessa forma, mudangas marcantes nas atividades bioldgicas, tais como
reconhecimento de células tumorais, inibicdo do crescimento de fungos e bactérias,
entre outras.

E importante ressaltar que lectinas sdo encontradas em seu tecido original como
uma mistura complexa de isoformas (VAN DAMME et al., 1998). A dificuldade de
separacao destas isoformas leva a propriedades funcionais e atividades biologicas
definidas para uma mistura de proteinas. A expressdo de lectinas de plantas
fusionadas a um peptideo sinal procariético em bactéria demonstra ser um meio de
selecdo adequado (LUO et al., 2005), para o estudo isolado de cada isoforma. Este
fato é relevante ja que, mais recentemente, apds o sequenciamento de outros clones
isolados do vetor pCR2.1, foi possivel confirmar que B. forficata possui isoformas de
genes que codificam para lectinas, assim como ja demonstrado para G. simplicifolia
e B. purpurea, sendo a clonagem e expressao desses genes uma etapa importante
na elucidagcdo do papel fisiologico dessas proteinas na planta ou na sua utilizagao
em estudos de atividade bioldgica.

Os vetores de expressao utilizados neste estudo, pQE30 e pET32a(+), codificam
sequéncias uteis como a cauda de 6 histidinas, necessaria para a purificacido da
proteina por cromatografia de afinidade. Além disso, a escolha do vetor pET32a(+)
se justifica por apresentar vantagens como a codificagdo da tiorredoxina (Trx), um
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pequeno mondémero protéico que auxilia na expressdo soluvel de proteinas
recombinantes, e um sitio de clivagem para a enzima enteroquinase, que permite a
liberagao da proteina de interesse sem residuos da fusdo. Embora muitas proteinas
que sdo produzidas na forma insoluvel em E. coli tendem a se tornarem mais
soluveis quando expressas em fusdao com a tiorredoxina, como no trabalho
desenvolvido por Wang e colaboradores (2004), onde obteve-se a cadeia A da
abrina na forma soluvel em E. coli, resultado semelhante a este nao foi alcangado no
presente trabalho, nem mesmo aliado a baixas temperaturas de indugdo. Porém, a
construcao do vetor pET32a(+)/bfl possibilitou a expresséo da lectina rBFL em niveis
mais elevados, o que foi incrementado pela temperatura de indugéo de 15°C.

A estratégia de purificacdo da lectina rBFL de corpusculos de inclusdo e seu
rendimento sdo compativeis com os resultados obtidos para outras lectinas de
leguminosas. O maior rendimento obtido da lectina rBFL foi de 40 mg.L™" de meio de
cultivo. Este rendimento foi considerado alto e compativel com resultados relatados
da expressao heterdloga de lectinas de plantas em E. coli, como a lectina inseticida
de Galanthus nivalis (GNA), com rendimento de 42 mg.L'1 (LUO et al., 2005), a
lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr), com rendimento de 30 mg.L™' (NOGUEIRA
et al., 2002) e a lectina antitumoral de Viscum album (Mistletoe 1ll), com rendimento
de 15 mg.L™" (PEVZNER et al., 2005). No trabalho desenvolvido por Chambery et al
(2007), onde foi realizada a clonagem e expresséo da cadeia 3 da lectina de Adenia
volkensii, uma proteina inativadora de ribossomo (RIP), em E. coli, foram obtidos
aproximadamente 5 mg.L'1 da cadeia B recombinante apds recuperagao dos
corpusculos de incluséo insoluveis. O maior rendimento de lectina de leguminosa
expressa em E. coli at¢é o momento foi relatado em trabalho realizado por
Stancombe e colaboradores (2003) com a lectina de Erythrina cristagalli, onde foram
produzidos 870 mg.L™ de cultura, utilizando fermentador.

A expressao de lectinas em bactéria geralmente forma corpusculos de incluséo,
que consistem de proteinas recombinantes desnaturadas agregadas por pontes
dissulfeto intra e intermoleculares incorretas. Segundo Vohra et al (2007), é
imprescindivel a utilizacdo de métodos durante a purificacdo que promovam a
formacéo de pontes dissulfeto para a recuperacdo de uma lectina com dobramento
(folding) correto e biologicamente ativa. Outro aspecto relevante é a dificuldade de
renovelar a proteina apdés a purificacdo em condicbes desnaturantes. Houve

pequena precipitacdo da lectina rBFL durante a dialise, em fungao do pH, o qual
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deve também ser observado para a obtencéo de lectina em suas formas associadas,
biologicamente ativas.

Testes para verificar um possivel aumento da expressdo da lectina em outra
cepa foram realizados, ja que um dos principais objetivos do trabalho foi obter o
maior rendimento possivel da lectina para a realizacdo dos testes de atividade
bioloégica. Trés das oito cepas utilizadas foram transformadas com o plasmideo
recombinante pET32a(+)/bfl 5 e expressaram a lectina rBFL, sendo que ndo houve
aumento aparente da expressao nestas cepas quando comparadas a cepa padrao
utilizada primeiramente. Desta forma, optou-se por manter a produg¢ao da lectina na
cepa E. coli BL21 Star (DE3).

Na produgao de lectinas recombinantes de leguminosas, o sistema de expressao
em E. coli tem sido o mais empregado. Utilizando diferentes estratégias, as lectinas
de Bauhinia purpurea (KUSUI et al., 1991), Griffonia simplicifolia (ZHU et al., 1996) e
Canavalia brasiliensis (NOGUEIRA et al., 2002) tém sido expressas com Sucesso.
Outros sistemas heterélogos como Pichia pastoris sdo usados com eficiéncia para a
producao de lectinas recombinantes, que sao purificadas apresentando atividade
hemaglutinante e demais propriedades funcionais (RAEMAEKERS et al., 1999;
AMANO et al., 2003).

A lectina rBFL demonstrou especificidade por lactose através de cromatografia
de afinidade em coluna de Agarose a-Lactose (Sigma). Este padrao de especifidade
condiz com o esperado, uma vez que demais lectinas ja isoladas de espécies do
género Bauhinia possuem especificidade por galactose e/ou por agucares que
contenham galactose (como a lactose) ou seus derivados (como a N-
acetilgalactosamina). Esse comportamento é igualmente observado nas lectinas
nativas de B. pentandra (SILVA et al., 2001) e B. purpurea (YOUNG et al., 1985), e
na lectina recombinante de B. purpurea (KUSUI et al., 1991). O ultimo autor explica
ainda que o grau de homologia entre sequéncias de aminoacidos em lectinas de
leguminosas é bastante alto, ou seja, essas lectinas possuem estrutura primaria
altamente conservada, o que esta relacionado com a especificidade comum a
carboidratos. Apesar disso, testes de inibicdo da atividade hemaglutinante com
diversos carboidratos devem ser realizados com a lectina recombinante de B.
forficata a fim de caracterizar um quadro geral de especificidade a mono e
oligossacarideos. Lectinas recombinantes de Erythrina cristagalli (STANCOMBE et
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al., 2003) e Griffonia simplicifolia (ZHU et al., 1996) possuem a mesma
especificidade por acucares.

A atividade hemaglutinante, propriedade comum as lectinas, que foram
primeiramente chamadas de hemaglutininas pela capacidade de aglutinar hemacias
in vitro, também foi testada. O teste, que denota a atividade biolégica dessas
proteinas, mostrou resultados positivos, pois a lectina recombinante de Bauhinia
forficata foi capaz de aglutinar eritrocitos de coelho, quando foi adicionada solugéo
contendo os ions Ca* e Mn*? & reagdo, igualmente a demais lectinas ja isoladas
(CECCATO et al.,, 2002; RAMOS et al., 1999; WONG & NG, 2005), inclusive a
lectina de Bauhinia pentandra (SILVA et al., 2001).

Geralmente as lectinas sao metaloproteinas e requerem ions divalentes como
Ca™ e Mn*? para exibirem atividade bioldgica total. Os ions n&o interagem
diretamente com o carboidrato, mas auxiliam na disposicdo adequada dos
aminoacidos para a conformacgao do sitio de ligagado do carboidrato (CAVADA et al.,
2001). Muitas lectinas isoladas, como uma lectina da planta leguminosa Crotalaria
paulina (PANDO et al.,, 2004) e uma lectina recombinante do caracol Cepaea
hortensis, expressa em E. coli (GERLACH et al., 2005) independem da presenca de
ions divalentes para apresentarem atividade hemaglutinante. Muitas lectinas
recombinantes produzidas em sistemas heter6logos possuem atividade
hemaglutinante equivalente a lectina nativa, como ocorreu no trabalho desenvolvido
por Amano et al. (2003), o que nao aconteceu neste trabalho, apesar de ser
verificada a hemaglutinagcédo. A lectina isolada por Amano et al. (2003), porém, foi
expressa em Pichia pastoris, o que pode ter contribuido para a maior atividade
bioldégica da lectina recombinante em relagdo a nativa por possiveis modificagoes
pos-traducionais na proteina por se tratar de expressao em organismo eucarioto. E.
coli também é incapaz de glicosilar proteinas eucaridticas expressas por ela. Muitas
lectinas sado glicosiladas, e a presenga ou auséncia das cadeias laterais de
carboidratos pode acarretar em efeitos significativos sobre as propriedades
funcionais e/ou fisicas das proteinas recombinantes (RAEMAEKERS et al., 1999).

Em ensaio de hemaglutinagdo, determinou-se que a menor concentragdo da
lectina rBFL capaz de aglutinar eritrécitos de coelho foi de 16 ug.mL™. A lectina rBFL
possui menor capacidade hemaglutinante quando comparada a outras lectinas,
como uma lectina recombinante da monocotileddnea Zingiber officinale, que

apresentou concentragdo minima de 2 pg.mL'1 para aglutinar eritrécitos de coelho
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(CHEN et al., 2005a); uma lectina nativa de B. pentandra, com concentragao minima
hemaglutinante de 3 pg.mL™" em eritrécitos de coelho (SILVA et al., 2001), e a lectina
da leguminosa Crotalaria paulina, com concentragdo minima hemaglutinante de 9,5
ug.mL™" em eritrécitos humanos (PANDO et al., 2004). O resultado demonstrado pela
lectina rBFL é justificado pela pequena quantidade desta proteina na forma dimérica.

A formacao de dimeros ou tetrameros € considerada um requisito essencial para
a atividade bioldgica da proteina. Apesar disso, a lectina isolada da monocotiledénea
Allium tuberosum por Lam & Ng (2001), apresentou atividade hemaglutinante
mesmo existindo na planta na forma monomeérica, diferentemente da grande maioria
das lectinas ja isoladas, relacionadas ou ndo a esta. A lectina demonstrou ainda
atividade mitogénica e acgao inibitéria sobre a transcriptase reversa do HIV-1. Outra
lectina monomérica foi isolada por Absar e colaboradores (2005). Os autores
argumentam que esta lectina deve possuir 2 sitios de ligagdo em cada monémero,
uma vez que demonstrou atividade biolégica em ensaios de hemaglutinagéo e
toxicidade. Comumente admite-se que cada fragdo monomérica da lectina possua
apenas um sitio de ligagdo a carboidrato, havendo a necessidade, portanto, de
oligomerizagédo, ou seja, de associagdes quaternarias, para apresentar atividade
biolégica (BRINDA et al., 2005).

Uma vez que lectinas geralmente apresentam reagdes complexas de
associacdo-dissociacdo (JIMENEZ et al., 2006; SHARON, 2007), é de extrema
importancia que se verifique a formacao de dimeros/tetrameros e quais os fatores
limitantes para a oligomerizagdo da proteina. No presente trabalho, verificou-se que
apenas uma pequena porcao da proteina apresentou-se na forma dimerizada, sendo
necessaria maior observagao dos parametros que influenciam na reagao para que
esta seja otimizada, como a utilizagdo de tampdes e protocolos mais adequados. A
razao entre as espécies divalentes e tetravalentes, junto com mudangas na
orientacao relativa dos sitios de ligagdo de carboidratos nas estruturas quaternarias
das lectinas homodlogas, sdo sugeridas como explicagdo para as diferentes
atividades e poténcias biolégicas em lectinas da subtripo Diocleinae, como ConA
(Canavalia ensiformes) e ConBr (Canavalia brasiliensis) (CALVETE et al., 1999).
Portanto, pode-se sugerir que a obtengdo de grande quantidade da lectina rBFL na
forma de dimeros acarretaria em maior atividade em ensaios de hemaglutinagao e

em ensaios bioldgicos.
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A purificagdo de proteinas recombinantes em cromatografia de afinidade
frequentemente inclui passos extras para remover a fusdo da proteina alvo através
de clivagens enzimaticas. A tentativa de retirada da fusdo na lectina rBFL, realizada
devido a presenca de sitio de clivagem para a enzima enteroquinase (codificado
pelo vetor pET32a(+)), resultou em maior atividade hemaglutinante por visualizagdo
macroscopica, porém nao houve detecc¢do da lectina em SDS-PAGE. Apds a dialise,
houve protedlise inespecifica, dissociacdo ou inativagdo da proteina, pois a lectina
rBFL ndo demonstrou atividade hemaglutinante e nao foi detectada em SDS PAGE.

O potencial antiproliferativo e antitumoral da lectina rBFL foi determinado através
da avaliagédo da proliferagao celular em ensaios colorimétricos in vitro utilizando as
linhagens celulares tumorais MCF-7, HT-29 e HL-60. Tendo em vista os diversos
efeitos provocados por lectinas em diferentes tipos de células, e a importancia da
descoberta de novos e eficientes agentes antitumorais, € de extrema importancia
tentar estabelecer os mecanismos envolvidos nas acgdes de lectinas sobre células
tumorais e ndo tumorais (HAJTO et al., 2005; THIES et al., 2005).

A lectina rBFL apresentou efeito antiproliferativo frente as linhagens celulares
MCF-7, HT-29 e HL-60 em determinadas concentragdes testadas, quando
comparada ao controle. Além disso, demonstrou efeito estimulatério da proliferagao
celular quando em concentragbes maiores na linhagem MCF-7. Como se pode
verificar através dos resultados obtidos, as concentracbées menores da lectina rBFL
demonstraram inibicdo da proliferacdo quando comparadas com concentragdes
maiores, nas linhagens HL-60 e MCF-7. Com isso, uma alternativa a ser testada
para a confirmacdo desses resultados seria a utilizagdo da lectina rBFL em
concentracbes mais diluidas nos ensaios de atividade. Portanto, a lectina
recombinante de B. forficata apresentou nesses casos um comportamento inibitorio
da proliferacdo celular quando em baixas concentracbes, e estimulante da
proliferacdo celular quando em altas concentracdes. Efeito estimulatorio sobre a
proliferagdo celular € demonstrado por lectinas como a Concanavalina A (ConA).
Esta lectina, além da propriedade mitogénica pela estimulagao de linfocitos e células
do sistema imune, também possui atividade estimulatéria sobre a proliferacido de
demais células (FITZGERALD et al., 2001), inclusive tumorais (KISS et al., 1997).

O comportamento da lectina rBFL sobre a proliferagdo da linhagem HT-29
apresentou efeitos diferenciados dos encontrados para as demais linhagens. Com

base nos resultados obtidos, a inibicdo da proliferacdo celular apresentou-se
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proporcional ao aumento da concentragao da lectina rBFL, apresentando um efeito
inibitério dose-dependente.

A lectina rBFL, nas concentragbes utilizadas, ndo induziu morte celular em
nenhuma das linhagens testadas, ndo demonstrando, portanto, atividade citotdxica.

Uma lectina isolada de Arisaema jacquemontii Blume por Kaur e colaboradores
(2006a) possui atividade antiproliferativa contra algumas das linhagens tumorais
testadas. Esta lectina teve efeito inibitério de 70% sobre a linhagem HT-29 na
concentracao testada de 100 pg.mL'1, porém falhou para restringir a proliferagao da
linhagem MCF-7. Em outro trabalho desenvolvido por Kaur e colaboradores (2006b),
uma lectina isolada de espécie do mesmo género anterior, Arisaema helleborifolium
Schott, apresentou os mesmos efeitos relativos as linhagens HT-29 e MCF-7 em
ensaio colorimétrico com SRB, podendo-se sugerir que lectinas semelhantes
possuem atividade especifica sobre determinada linhagem celular. No presente
trabalho, a lectina rBFL também apresentou efeito inibitério de mesma proporg¢ao
sobre a linhagem HT-29, porém em concentragao maior (600 pg.mL'1), e igualmente
nao foi capaz de inibir a proliferagao da linhagem MCF-7.

A lectina isolada do cogumelo Agaricus bisporus por Yu e colaboradores (1993)
também possui atividade antiproliferativa sobre as linhagens HT-29 e MCF-7. Uma
lectina do cogumelo Agrocybe aegerita (ZHAO et al., 2003) inibiu a proliferagdo de
varias linhagens tumorais humanas, inclusive HL-60, na concentragao de 100 yg.mL"
' No trabalho realizado por Bains e colaboradores (2005), a lectina da
monocotiledénea Sauromatum venosum demonstrou efeito antiproliferativo sobre a
linhagem HT-29 equivalente ao da droga anticancerigena adriamicina.

Embora o0s exatos mecanismos moleculares causadores dos efeitos
antiproliferativos das lectinas de plantas nao estarem esclarecidos até o momento,
hipoteses sugerem que este efeito estda associado com a habilidade das lectinas
para modular o crescimento, diferenciacdo, proliferacdo e apoptose de células in
vitro e in vivo (BAINS et al., 2005). Com isso, os resultados obtidos nesse estudo,
apesar de n&o conclusivos, sdao de grande relevancia para se conhecer o
comportamento desta lectina sobre a proliferagao das células tumorais testadas.

A padronizacdo é requisito essencial para a realizacdo dos ensaios com as
linhagens tumorais, devendo ser levado em consideragdo para a obtencdo de

resultados confiaveis e na interpretacdo destes. Novos ensaios serdao realizados
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com concentragdes padronizadas desta lectina para todas as linhagens celulares, e
mais repeticdes dos ensaios serdo feitas para confirmar os resultados.

Sabendo-se do crescente interesse no isolamento de lectinas vegetais e na
producado de suas formas recombinantes com o objetivo de desvendar possiveis
aplicagdes, os resultados obtidos no presente estudo mostram-se como uma
colaboracdo a pesquisa de lectinas inéditas, motivando a realizagdo de novos testes
para a caracterizagdo das atividades biologicas da lectina recombinante de Bauhinia
forficata.
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6 CONCLUSOES

- O gene bfl de Bauhinia forficata foi clonado e sequenciado neste estudo, e
possui homologia com os genes que codificam as lectinas BAULEC e GSI-B4, das
leguminosas B. purpurea e G. simplicifolia, respectivamente, além de similar

especificidade a carboidrato, conforme esperado.

- E. coli expressa o gene bfl em altos niveis, permitindo a purificagdo de uma
lectina inédita (rBFL) por cromatografia de afinidade, utilizando matriz de Ni*-

Sepharose.

- A lectina rBFL foi encontrada na forma de mondémeros e dimeros, apresentando
massa molecular relativa de 44 e 94 kDa, respectivamente. A produgéo da rBFL na

temperatura de 15°C possibilitou maior expressao e atividade hemaglutinante.

- A lectina rBFL apresenta atividade hemaglutinante na presenca de ions Ca*? e
Mn*?, sendo portanto biologicamente ativa e com potencial para uso em demais

ensaios bioldgicos.

- A lectina rBFL possui efeito antiproliferativo sobre as linhagens tumorais
humanas MCF-7, HT-29 e HL-60, dependente da concentragao utilizada.

- A lectina rBFL, quando em altas concentragdes, possui atividade estimulante
da proliferagdo celular sobre a linhagem celular MCF-7.

- A lectina rBFL nao induz morte celular nas linhagens celulares tumorais MCF-7,
HT-29 e HL-60 em nenhuma das concentragbes utilizadas, portanto nao
demonstrando efeito citotoxico nas condi¢des testadas.
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