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1. INTRODUCAO

Uma importante classe de proteinas com especifica afinidade por
carboidratos tem ganhado destaque cada vez, devido ao seu envolvimento em
inimeros eventos biologicos. Trata-se das lectinas, proteinas que tem sido
isoladas de diversos organismos e reconhecidas como importantes ferramentas
em pesquisas cientificas e desenvolvimento biotecnolégico (LAM & NG, 2011).
Devido a participacdo em inumeros eventos celulares, como nas interagdes entre
patdgeno e hospedeiro, nos eventos de metastase em cancer, na embriogénese e
no desenvolvimento de tecidos (SHARON & LIS, 1989), um maior detalhamento
sobre os mecanismos moleculares da especificidade de ligacdo por carboidratos é
essencial para aprimorar suas aplicacées em medicina e biotecnologia.

Lectinas estdo presentes em organismos com diversificados niveis de
complexidade. Recentemente, uma familia de lectinas relacionadas a Jacalina
(JLR) tém sido descritos e estudados quanto sua estrutura e aplicacao biologica.
Estudos sobre as sequéncias e estruturas dos membros dessa familia indicam
gue existem regifes altamente conservadas, principalmente nas estruturas de
folhas-B. Em contrapartida, os segmentos em loop que conectam esses
elementos sdo altamente variaveis no comprimento de suas sequéncias, sendo
coerente com seus diferentes papéis funcionais (RAVAL, 2004).

Uma das representantes de JLRs bem elucidada e que apresenta enorme
aplicacao biolégica € a lectina isolada de frutos de Musa acuminata, conhecida
popularmente como banana. Sua lectina mais estudada, a BanLec, mostra
afinidade a glicoproteina de envelope gp120 do virus da imunodeficiéncia humana
do tipo 1 (HIV-1), mostrando atividade contra sua replicacdo e impedindo sua
internalizacao celular (SWANSON, 2010). Outros estudos reportam a capacidade
desta lectina de gerar resposta mitogénica em esplendcitos murinos e inducéo da
expressao de citocinas como interferon gama (IFN-y), fator-a de necrose tumoral
(TNF-a) e interleucina-2 (IL-2) em esplendcitos (CHEUNG, 2009; WONG & NG,
2006) bem como a inducdo de atividade mitogénica em células T de murinos
(PEUMANS, 2000). Além disso, a lectina de banana obtida por expressao
heterdloga em Escherichia coli foi capaz de induzir uma acentuada proliferacao de
células CD3*, CD4" e CD8" em células mononucleares de sangue periférico
(GAVROVIC-JANKULOVIC, 2008).

Para investigar a influéncia das regides conservadas da sequéncia
depositada da lectina de banana BanLec ), bem como os pontos de variacao
existentes em relagdo a outras lectinas JLR, nosso grupo criou uma sequéncia
sintética com pontos de variacdo entre diferentes JLRs. O gene sintético foi
expresso em Escherichia coli, com o objetivo final de construir uma nova lectina
“BanLec-type” que englobe sitios conservados entre JLRs, visando o estudo de
sua funcéo e possiveis aplicagdes como insumo biotecnolégico.
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2. METODOLOGIA

A sequénca proteica da lectina BanLec foi obtida no GenBank (cédigo:
71042656). Utilizando dados da literatura, essa sequéncia foi comparada com
JRL de Helianthus Tuberosus, Artocarpin, Artocarpus heterophyllus, Calystegia
sepium, Ipomoelin, Triticum aestivum, Hordeum vulgare, Oryza sativa e
Arabidopsis thaliana (MEAGHER, 2005). Ao total, 11 aminoéacidos foram trocados
em posi¢cdes que poderiam influenciar na atividade da proteina. A sequéncia
alterada foi submetida ao servidor RaptorX (KALLBERG et al., 2012) para a
predicdo de sua estrutura tridimensional. A avaliagdo dos modelos gerados foi
realizada através dos programas SolvX (HOLM et al, 1992), RAMPAGE
(http://mordred.bioc.cam.ac.uk/) e QMEANG6 (ARNOLD et al, 2006). O calculo do
RMSD (Root Mean Square Deviation) foi realizado com o software PyMOL
(http://www.pymol.org/) entre a estrutura gerada e a estrutura de BanLec
disponibilizada no Protein Data Bank (PDB, codigo: 2BMZ). As estruturas preditas
foram alinhadas contra a estrutura 2BMZ para a identificacdo de possiveis
alteracdes nos sitios de interacdo. A andlise da sobreposicdo dos modelos e das
estruturas do PDB foi realizado com o PyMOL.

Essa construcdo foi amplificada por PCR a partir do vetor pUC18-seq453,
contendo a sequéncia da lectina sintética, utlizando o primer for 5
CGCGGATCCAGAATTCACAAAATGAATGGT 3 e o primer rev 5
CTTGAACCTTAATCTAGAAAGCTTGGGT 3. Apos amplificacdo, o produto de
PCR foi purificado, digerido com as enzimas de restricdo BamHI e Hindlll (New
England Biolabs). Em seguida, o produto da digestdo foi purificado e ligado ao
vetor pAE e o produto da ligacdo foi utilizado para transformar Escherichia coli
TOP10 por eletroporacdo. Os clones recombinantes foram triados e,
posteriormente, analisados por gel de agarose 1%. Os clones recombinantes
foram transformados por choque térmico na cepa de expressdao E. coli BL21
Star™ (DE3), sendo testados quanto a sua expressdo. O teste de expressdo foi
realizado em 200 mL de caldo LB suplementado com 100 pug.mL™ de ampicilina.
Na densidade oOptica a 600 nm ficou entre 0,5 e 0,7 a expressao foi induzida com
IPTG 1 mM por 4 horas a 37 °C. Foi realizada eletroforese SDS-PAGE 15%, para
verificar a expressdo. Apos a lise celular por sonicacao, a proteina recombinante
foi purificada através cromatografia de afinidade ao Ni*?, utilizando imidazol como
eluente, e posteriormente dialisada. A seguir, esta foi verificada por Western blot
com anticorpo monoclonal anti-Histidina e quantificada pelo kit BCA (Thermo
Scientific).

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

Os resultados das andlises de qualidade das estruturas para os modelos
gerados para a proteina sintética por homologia em relacdo as estruturas ja
cristalografadas de BanLec do PDB (2BMZ) revelam que a estrutura predita pelo
servidor RaptorX, apesar de apresentar uma baixa pontuacdo de SolvX
(pontuacdo solvatacdo = -14.0), apresentou uma maior similaridade de
conformacdo em relacdo ao modelo j& obtidos de BanLec (2BMZ), assim como
maiores valores de QMEANG (0,765) e Dfire (-145,50). Além disso, porcentagem
de aminoacidos em conformacéo favoravel pelo Ramachandram Plot calculada
pelo RAMPAGE, foi de 91,4%, mostrando-se superior aos percentuais obtidos
usando outros servidores. Na comparagdo com a estrutura 2BMZ foi identificado
uma pequena alteragcdo em uma das regides de loop pelos residuos Gly-129, Lys-
130 e Phe-131 da BanLec original, estruturalmente relacionada a um dos sitios de
interacdo com o ligante em relacdo aos modelos gerados (Figura 1). Entretanto,
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esta andlise ndo é suficiente para se inferir alteracdes na capacidade de
reconhecimento e interacdo de carboidrato.

A

Figura 1. (A) Sobreposicdo da estrutura da Ba
RaptorX com destaque para regido compreendida pelos residuos 129, 130 e 131 que apresentou
divergéncia com a estrutura 2BMZ. (B) Indicacéo da regido compreendida pelos residuos 129, 130
e 131 na estrutura 2BMZ derivada do PDB, sendo indicadas as intera¢des polares que coordenam
a estrutura e a interagdo. (C) Indicacéo da regido compreendida pelos residuos 129, 130 e 131 na
estrutura da BanLec-type modificada.

Para confirmacdo da atividade da proteina proposta, o gene sintético
BanLec-type foi amplificado por PCR, seguido de digestdo com as enzimas de
restricdo BamHI e Hindlll, confirmando a clonagem do inserto no vetor pAE. Apds
triagem e selecao dos clones recombinantes, um foi escolhido para ser expresso
em E. coli Plyss (DE3) mediante transformacédo por choque térmico. A proteina foi
expressa na massa molecular esperada, na fracao soluvel (Figura 2).
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Figura 2: Western blot confirmando a expressdo da proteina BanLec-type no peso molecular
esperado de 14 kDa; 1 e 2: fracao sollvel sem B-mercatoetanol; 3 e 4: fracdo insolivel sem -
mercaptoetanol; 5: Marcador Molecular Full-Range Raibow G&E; 6 e 7: fracdo soluvel com B-
mercaptoetanol; 8 e 9: fragcdo insollvel sem B-mercaptoetanol.

Desta maneira, apds as etapas de clonagem e expressao, a proteina foi
purificada por cromatografia de afinidade, seguindo-se de etapas de dialise em
agua ultra pura a fim de retirar contaminantes ainda presentes, como o imidazol
(Figura 3). A partir de um litro de cultura celular foram obtidos 4,1 mg de BanLec-
type purificada por litro de cultura, tendo sua identidade confirmada por Western
blot.
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Figura 3: SDS-Page 15% confirmando a purificacdo da proteina BanLec-type. MW: Marcador
Molecular Thermo Scientific PageRuler Prestained Protein Ladder; 1 BanLec-type purificada.
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4. CONCLUSOES
A clonagem e expressao do gene BanLec-type foi realizada com sucesso,
sendo que a identidade da proteina purificada foi confirmada por Western blot.
Outros testes serdo realizados com objetivo de verificar as atividades biologicas
desta proteina, tais como testes em cultura de células e de virus.
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