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RESUMO

As lectinas sdo proteinas que possuem a capacidade de se ligarem
reversivelmente a carboidratos, apresentando uma ampla variedade de atividades
biolégicas. Essas proteinas estdo presentes em quase todos 0s organismos Vivos.
Dentre as atividades biolégicas que as lectinas podem apresentar destaca-se a
atividade antimicrobiana, que consiste na capacidade de inibir o crescimento de
microrganismos. Diversas lectinas foram isoladas e posteriormente caracterizadas
de varios peixes. A piramboia (Lepidosirenparadoxa) € uma espécie de peixe
pulmonado que habita as &aguas do continente Sul-Americano. Podendo ser
encontrado nos pantanos e lagoas da regido Amazonica no Brasil. Estes peixes
possuem o corpo alongado, dois pares de nadadeira lobadas e o corpo coberto de
muco que confere protecdo ao animal. A presenca de lectinas no L. paradoxa foi
identificada a partir de dados do transcriptoma deste peixe. O presente estudo teve
como objetivo identificar os genes de lectina do peixe L. paradoxa e analisar in silico
a capacidade de suas proteinas atuarem como receptores de reconhecimento
padrao (PRRs). Dentre os genes diferencialmente expresso nos transcriptomas da
piramboia, doze proteinas pertencentes as familias de lectina do tipo C, intelectinas
e galectinas tiveram suas estruturas tridimensionais modeladas. Todas as lectinas
apresentaram capacidade de se ligarem a carboidratos. Ademais, as lectinas
demonstraram interagirem com ambos os polissacarideos de superficie, LPS e Poly
I:C, com excecao de LpITLN2-C que ndo demonstrou capacidade de se ligar ao Poly
I:C. De uma maneira geral as lectinas apresentaram maior afinidade com Poly I:C do
que com LPS. Esses achados sugerem que as lectinas de piramboia podem
desempenhar um papel importante na defesa imune a patégenos.

Palavras-Chaves: Peixe pulmonado; Imunidade; Lectina; Estrutura.



ABSTRACT

Lectins are proteins that have the ability to reversibly bind to carbohydrates,
presenting a wide variety of biological activities. These proteins are present in almost
all living organisms. Among the biological activities that lectins may present,
antimicrobial activity stands out, which consists of the ability to inhibit the growth of
microorganisms. Several lectins were isolated and further characterized from various
fish. The piramboia (Lepidosirenparadoxa) is a species of lungfish that inhabits the
waters of the South American continent. It can be found in the swamps and lakes of
the Amazon region in Brazil. These fish have an elongated body, two pairs of lobed
fins and a body covered in mucus that protects the animal. The presence of lectins in
L. paradoxa was identified from transcriptome data from this fish. The present study
aimed to identify the lectin genes of the fish L. paradoxa and to analyze in silico the
ability of its proteins to act as pattern recognition receptors (PRRs). Among the
genes differentially expressed in the piramboia transcriptomes, twelve proteins
belonging to the C-type lectin, intelectin and galectin families had their three-
dimensional structures modeled. All lectins showed the ability to bind to
carbohydrates. Furthermore, lectins have been shown to interact with both surface
polysaccharides, LPS and Poly I:C, except for LpITLN2-C which has not shown the
ability to bind to Poly I:C. In general, lectins showed greater affinity with Poly I:C than
with LPS. These findings suggest that piramboia lectins may play an important role in

immune defense against pathogens.

Keywords:Lungfish; Immunity; Lectin; Structural.



13

1 INTRODUCAO

O sistema imunitario € o complexo responsavel pela manutencgéo do equilibrio
do organismo vivo em face a uma ameaca externa ou uma perturbacdo metabdlica.
De acordo com Abbas (ABBAS; LICHTMAN; PILLAI, 2019), o sistema imune é
constituido por células e moléculas que tem por funcdo a defesa do organismo
contra microrganismos infecciosos. Como se pode verificar, o sistema imune é
aplicado em varios processos bioldgicos, atraves de um grupo de moléculas que

trabalham coordenadas para manutencao da vida no organismo.

O sistema imunologico compreende estruturas e processos bioldgicos cuja
funcdo € proteger o organismo de doencas e agentes patogénicos. Todos o0s
organismos vivos, mesmo 0S organismos unicelulares, possuem um sistema de
defesa ou imunitario (SMITH; RISE; CHRISTIAN, 2019). Desde sob a forma de
enzimas até os mecanismos mais complexos e evoluidos de defesa. Os vertebrados
mandibulados apresentam duas estratégias de defesa: a resposta imune inata e a
resposta imune adaptativa (SMITH; RISE; CHRISTIAN, 2019).

Na primeira, temos uma resposta imediata, porém nao especifica. Enquanto
na ultima, temos uma resposta mais especifica, como o proprio nome diz, adaptada
ao tipo de patogeno identificado. Contudo a resposta imune adaptativa € ativada
através da resposta imune inata (SOMPAYRAC, 2016). E na resposta imune inata
onde podemos encontrar uma diversidade de mecanismos e estratégias para

identificar o patégeno e deter a infecgéao.

Dentre esses mecanismos de defesa as lectinas sdo elementos chaves que
desempenham papel importante na detec¢do e no reconhecimento dos patégenos e
na resposta imune inata para deter a invasdo de microrganismos patogénicos
(RIZZATO, 2009). O entendimento da interacdo patdogeno-hospedeiro € de extrema
relevancia, pois dessa interacdo reconhecemos os fatores que desempenhardo um
papel crucial no desenvolvimento das manifestagbes clinicas, viruléncia do

patdgeno, estado imune e variancias génicas do hospedeiro.

As lectinas funcionam como receptores de reconhecimento padrédo (PRR),

induzindo a proliferacdo de linfocitos, opsonizagcdo, fagocitose ou ativacdo do
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complemento, através do reconhecimento padrdes moleculares associados a
patbgenos (PAMP), os quais sdo expressos por um amplo espectro de agentes
infecciosos (LINO et al., 2015); (MACIEL CARVALHO et al., 2012). A ativacdo da
imunidade inata através da associacdo destas proteinas com moléculas expressas

na superficie celular dos patébgenos € o primeiro passo no desenvolvimento da

imunidade adquirida contra antigenos especificos (RIZZATO, 2009).

1.1 As lectinas

Segundo Rodwell, Bender et al. (2021) as lectinas sdo proteinas capazes de
aglutinar células através de sua interacdo especifica e transitria com o0s
carboidratos presentes na superficie celular. Como bem nos asseguram Nelson e
Cox (2018), as lectinas sédo proteinas capazes de reconhecer os arranjos de
carboidratos e participam de muitos processos biolégicos, como no combate as

infecgdes em gerais, reconhecimento, sinalizacao e adesao celular.

Para Zhang, Xiao-Wen et al. (2020) as lectinas desempenham papéis
importantes, tanto na imunidade inata quanto na adaptativa. Na imunidade inata, por
exemplo, essa molécula funciona como receptores de reconhecimento de padrbes
(PRRs, do inglés PatternRecognitionReceptors), induzindo a proliferacdo de
linfécitos, opsonizacao, fagocitose ou ativacdo do complemento. Essas proteinas
identificam células estranhas como "néo-préprias" através do reconhecimento de
carboidratos expressos na superficie celular dos patdégenos e subsequentemente
induzem sua destruicdo por ativacdo do complemento e/ou células fagocitarias
(BRINCHMANN et al., 2018).

Por esses motivos que as lectinas tém despertado o interesse de muitos
pesquisadores, que veem nessas moléculas um grande potencial biotecnolégico.
Uma vez que elas podem ser utilizadas como receptores de reconhecimento
moleculares, ativadoras do sistema complemento, inibidores celulares, adjuvantes

no processo de deteccgdo e separacéo de glicoproteinas entre outras aplicacdes.

As lectinas reconhecem e interagem de maneira seletiva e bastante

especifica com os carboidratos presentes na superficie celular através da mediacao
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dos dominios de reconhecimento de carboidratos (CDR) por intermédio de ligacdes
ndo covalentes, como ligacdes ibnicas, de hidrogénio, hidrofébicas e de Van de
Walls(DA SILVA, 2018) (Figura 1). Cita-se, como exemplo, as lectinas presente em
varios peixes, que tem a capacidade de reconhecer os carboidratos presentes na
superficie celular das bactérias patogénicas de peixes de agua doce e marinha,
inibindo o crescimento desses microrganismos (HUANG et al., 2020; ZHANG et al.,
2020).

Figura 1- Representacédo esquematica da interacdo da lectina com um carboidrato.

Além do importante papel no reconhecimento celular, a interacéo das lectinas
com os carboidratos tem sido explorada em varios campos de pesquisa onde a
especificidade ao carboidrato é essencial, sendo consideradas como uma valiosa
ferramenta molecular. Esta caracteristica tem sido utilizada em varias aplicacdes
biotecnoldgicas como em estudos de proliferacdo de linfécitos (LUCIANO PIRES et
al., 2019), atividade antimicrobiana (PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020),
regeneracao celular (SUAREZ CARNEIRO et al., 2021) e cicatrizagdo de feridas
(GANESHALINGAM et al., 2022).
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Nesse sentido, as lectinas permitem identificar a presenca de patégenos e/ou
moléculas-alvos em estudos variados. A exemplo disso tem-se 0 uso das lectinas
para testes diagnosticos, onde estas sao capazes tanto de identificar diretamente os
patogenos (PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020), quanto sdo eficientes para
diferenciar entre suas formas de vidas (ARANDA-SOUZA et al., 2018; MULE et al.,
2020), bem como reconhecer padrdes de glicosilagdo entre células normais e
tumorais (SHEWELL et al., 2018).

Logo, é importante compreender que essas moléculas estdo disponiveis na
natureza em todos os organismos vivos e desempenham atividade biol6gica bem
diversificada. Muito j& se conhece sobre as lectinas de origem vegetal, que séo
exaustivamente estudadas desde a sua primeira observacdo em 1888, por Stillmark.
Diferentemente das lectinas animais, que mais recentemente tem despertado o
interesse dos pesquisadores, em especial as lectinas encontradas no soro, plasma,
muco e ovos de peixes. As lectinas de organismos aquaticos vém acrescentando a

essa area de estudo grandes contribuicdes.

1.2 Lectinas em peixes

Em meados do século XX o reconhecimento da presenca de lectina em
tecidos animais ganhou evidéncia (BEZERRA, 2009; LINO et al., 2013; SHARON,
2008). A histéria mostra que as lectinas em animais (STOCKERT; MORELL;
HERBERT SCHEINBERG, 1974) teriam sido identificadas antes mesmo que as
lectinas de plantas (STILLMARK, 1888), mas em um contexto diferente
(KILPATRICK, 2002). Apenas quando essas proteinas foram identificadas em
mamiferos o cenario mudaria. Desde entdo, o niumero de pesquisa de lectinas
aumentou exponencialmente (VASTA; AHMED, 2008).

A primeira lectina encontrada em um teledsteo, foi uma lectina carboidrato
especifica extraida de uma enguia por Watkins & Morgan em (1952), que
posteriormente foi identificada como ligadora de L-fucose(RUDIGER; GABIUS,
2013). Desde entdo, o numero de lectinas encontradas nesse grupo de organismo

tem aumentado significativamente.
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Com o advento da tecnologia do DNA recombinante, a partir dos anos 80, as
pesquisas com lectinas puderam ser mais rapidamente desenvolvidas e isso trouxe
grandes contribuicdes nessa area de estudo. Ja era conhecido que essas proteinas
ocorriam em 0Orgaos internos em animais, entretanto descobriu-se que elas também
poderiam ocorrer em secre¢cdes da superficie corporal de alguns animais,
principalmente em peixes. As primeiras observacdes da presenca dessas proteinas
na superficie de peixe datam dos anos 80, quando Kamiya & Shimizu (1980)
demonstraram a ocorréncia de lectina no muco do corpo do linguado,
Lophopsettamaculata, e Ingran(1980) propds que a superficie do corpo de peixes

continha lectinas e as descreveu como proteinas ligadoras de carboidratos.

Posteriormente, diversos trabalhos descrevendo a purificacdo de lectina em
peixes foram conduzidos, incluindo bagre do Golfo Arabe, Ariusthalassinus(AL-
HASSAN et al.,, 1986), enguia Congermyriaster(KAMIYA; MURAMOTO; GOTO,
1988; SHIOMI et al., 1989), dragoneteRepomucenusrichardsonui(SHIOMI et al.,
1990), dojé Misgurnusanguillicaudatus(GOTO-NANCE et al.,, 1995), abadejo
Genypterus capensis(TODA et al., 1996). Estes trabalhos demonstraram a presenca
da lectina na superficie desses peixes e que a mesma esta associada com a
imunidade humoral, apresentando competéncia equivalente a do complemento e

imunoglobulinas.

Da mesma forma, a estrutura molecular e funcéo biologicas destas moléculas
gue raramente eram relatadas anteriormente, agora se tornou alvo das pesquisas
nessa area. Os primeiros estudos relatando simultaneamente a localizacéo e funcéo
bioldgica foram o da lectina presente no tecido epitelial da enguia Anguilla japonica,
realizado por Suzuki (SUZUKI, 1985) e Suzuki &Kaneko(SUZUKI; KANEKO, 1986).
Subsequentemente, a lectina do muco da enguia Congermyriaster foi sequenciada
por Muramoto e Kamiya (MURAMOTO; KAMIYA, 1992). Em 1999, esses autores
apresentaram a classificacao estrutural da lectina do muco da superficie corporal da

enguia, denominadas de congerinas | e Il (MURAMOTO et al., 1999).

Outros estudos estruturais baseados no CRD e na dependéncia de calcio
(Ca®") da lectina para aglutinar, foram conduzidos, como o da enguia Anguilla
japonica(TASUMI et al., 2004), Leiognathusnuchalis(OKAMOTO et al.,, 2005) e
fuguTakifugurubripes(TSUTSUI et al.,, 2006a). Pesquisas recentes envolvendo
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lectinas de peixes se concentram em genes e nas funcdes bioldgicas que esses
genes podem desempenhar na defesa desses organismos; a exemplo, dos trabalhos
com o0 baiacu Takifuguobscurus(HUANG et al., 2022), tilapia do Nilo
Oreochromisniloticus(YIN et al., 2022) e das enguias do género Anguilla (TSUTSUI
et al., 2019). Em suma, pode se afirmar que as lectinas de peixes tém ampla
diversidade molecular e que os estudos dos genes dessas proteinas tém se

mostrado promissores.

1.3 Classificacao das lectinas em peixes

As lectinas animais, de modo geral, sdo classificadas com base,
principalmente, na estrutura dos CRDs. Atualmente essa classificacdo também leva
em consideracdo a origem evolutiva compartilhada e a similaridade de dobras
estruturais (PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020). Além do requerimento ou
ndo de ions de célcio para a ligacdo com o carboidrato especifico (ZHANG et al.,
2020). Por se tratar de uma classe de proteinas com estruturas bem diversificadas,
existem também um numero grande de familias de lectinas. Segundo Elumalai,
Preethamet al. (ELUMALAI et al.,, 2019) as lectinas animais estdo classificadas
atualmente como: lectinas do tipo C, galectinas, tipo P, tipo I, pentraxinas, ligadora
de heparina, tipo F, calnexina, tipo M, tipo L, tipo R, F-box, ficolina, tipo quitinase
(quilectinas) e intelectinas (tipo X). E ainda, o grupo das lectinas ligadoras de
ramnose (RBL) (MU et al., 2022).

Em peixes, as lectinas mais frequentemente caracterizadas séo galectinas,

lectina do tipo C, lectina ligadora de L-ramnose e lectina do tipo F.

Existem muitas familias de lectinas animais. Porém esse numero ainda pode
aumentar, uma vez que os estudos dessas proteinas tém atraido a atencdo de
varios pesquisadores. A exemplo das lectinas do muco de peixes, que com suas
propriedades Unicas tem contribuido para a expansdo dos numeros de familias
desse grupo de proteinas (SUN et al., 2019). Estudos sobre o muco da pele de
peixes frequentemente visam investigar seu efeito antimicrobiano (CARNEIRO et al.,
2022; HUANG et al., 2019; LIRIO; DE LEON; VILLAFUERTE, 2019).
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1.3.1 Galectinas

As galectinas sdo uma familia de lectinas animais que possuem um CRD
conservado, com aproximadamente 130 residuos de aminoacidos e especificidade
para B-galactosideos. Presente na maioria dos mucos de peixes, a galectina
apresenta atividade independente de Ca**, auséncia de peptideo sinal (sequéncia de
aminoacidos responsavel pelo enderecamento da proteina) (WU et al.,, 2021), N-
terminal bloqueado (extremidade amina modificada), auséncia de glicosilacdo e a

maioria esta localizada no citoplasma das células (TIAN et al., 2021a).

Cerca de 15 tipos de galectinas foram identificados até o momento. Eles
podem ser subdivididos em trés grupos de acordo com a quantidade e disposicao
dos CRDs: os prototipicos, sdo aquelas que possuem um CRD (galectina-1, 2, 5, 7,
10, 11, 13, 14 e 15); o tipo quimera, que possui um CRD ligado a um dominio N-
terminal rico em prolina, glicina e tirosina (galectina-3); e o tipo repetido em tandem,
que possuem dois CRDs distintos conectados por uma ponte de mais de 70
aminoacidos (galectina-4, 6, 8, 9 e 12) (WU et al., 2021). Acredita-se que essas
proteinas estejam envolvidas em diversos processos biolégicos, como:
imunomodulagcdo, adesao celular, inflamacdo (WU et al., 2021), regulacdo de
crescimento (GANESHALINGAM et al., 2022), apoptose (TIAN et al., 2021a),

desenvolvimento e progressao de neoplasias.

Alguns peixes teledsteos apresentam galectinas, como as lectinas
encontradas nas enguias C. myriaster e A. japonica(TSUTSUI et al., 2019). Outras
galectinas, como a em tandem presente na garoupa Epinephelus
akaara(GANESHALINGAM et al., 2022), a quimera do tambor amarelo
Nibeaalbiflora(WU et al., 2021), e do rodovalho Scophtalmusmaximus L. (TIAN et al.,
2021b). Estas proteinas séo consideradas galectinas devido a reagao de afinidade
de carboidratos apontarem a especificidade com [(-galactosideos. Dessa forma, é

possivel que outros peixes também possuam galectinas.

A respeito das lectinas isoladas em C. myriaster, Muramoto e Kamiya
(MURAMOTO; KAMIYA, 1992) observaram que as congerinas | e Il apresentavam
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atividade hemaglutinante (AH) tanto para eritrocitos de coelho, quanto para os de
cavalo e ovelha, além de aglutinar uma bactéria marinha, a Vibrioanguillarum.
Ambas as lectinas apresentam massa molecular de aproximadamente de 30 kDa,
porém cargas elétricas distintas. Ainda segundo estes autores, essas galectinas sao
exclusivas do muco e apresentam AH independente de cétions divalentes e
possuem especificidade a derivados de galactose, particularmente lactose.

A sequéncia de aminoacido destas lectinas foi determinada, e a estrutura das
congerinas foi caracterizada como sendo homodimérica, na qual cada subunidade
consiste em 135 residuos de aminoécidos, incluindo um N-terminal acetilado e sem
residuos de cistina. Congerina Il apresenta apenas 47% de homologia com a
sequéncia de congerina |, apesar dessas proteinas apresentarem muitas estruturas
secundarias semelhantes. Ambas exibem sequéncias homologas de
aproximadamente 35% com as galectinas de mamiferos e pertencem a familia de
galectinas prototipicas (MURAMOTO et al., 1999).

Anguilla japonica também apresenta duas lectinas, denominadas AJL-1 e
AJL-2. Entretanto, apenas AJL-1 exibe especificidade para [-galactosideos,
independente de cations divalentes. Tasumi, Satoshiet al. (TASUMI et al., 2004) a
descreveu como homodimérica sem ligacdes covalentes, com massa molecular de
30 kDa, composta por 142 residuos de aminoacidos e apresentando homologia com
os membros da familia de galectinas prototipicas. Sua expressédo foi observada

apenas na pele e é capaz de aglutinar a bactéria patogénica Streptococcus difficile.

Uma analise comparativa de AJL-1 com as congerinas revelou que esta
possui 45% de homologia com a congerina Il, lectina mais abundante no muco da C.
myriaster, e exibe trés diferentes residuos de aminoacidos em seu CRD, similar a
estrutura da congerina | (SHIRAI et al., 1999). A similaridade destas proteinas
reforca a evidéncia do papel da lectina do muco no reconhecimento e defesa contra

invasdes de microrganismos patogénicos.

Recentemente Tsutsui, Shigeyukiet al.(TSUTSUI et al., 2019) determinaram
as sequéncias dos genes que codificam para a galectina na mucosa em todas as
espécies do género Anguilla e verificou que estes genes possuiam cerca de 2,3 a
2,5 kb de comprimento. E que eles apresentavam uma organizagao de quatro éxons

e trés introns, com excegdo da especie Anguilla reinhardtii, cuja porgdo C-terminal
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apresenta uma modificagdo unica. A ligacao de B-galactosideos ocorre com a
participacdo de seis residuos de aminoécidos, que se apresentam conservados
(R73) em trés espécies de Anguilla e sdo substituidos nas demais dezesseis
espécies por K73. Ainda segundo estes autores, essa substituicdo nao interfere na
capacidade da molécula se ligar ao carboidrato. Por fim, a anadlise filogenética
destes genes apontou que a molécula mais ancestral entre as espécies e

subespécies de Anguilla é a galectina da espécie Anguilla mossambica.

Outra galectina presente no peixe asiatico tambor amarelo (Nibeaalbiflora),
denominada YdGal-3, foi caracterizada por Wu, Baolanet al. (WU et al., 2021). Essa
lectina foi detectada nos doze tecidos estudados e seu gene apresentou um quadro
de leitura aberta (ORF) de 1152 pb, que codifica uma proteina de 383 aminoacidos e
tem peso molecular de 38,2 kDa. ApO6s um ensaio de desafio imunoldgico com
Vibrioharveyi, YdGal-3 teve sua expressdo aumentada nos tecidos relacionados a
imunidade inata classicos, sendo que sua expressado na por¢ao cefélica do rim teve
um destaque significativo. Indicando que a proteina pode estar envolvida na
imunidade inata, o que foi ratificado ao observar que ela exibe capacidade de

aglutinar bactérias Gram-negativas e apresentou atividade antibacteriana.

Pela primeira vez relatado em teledsteos, uma galectina do tipo repetido em
tanden, obtida da garoupa manchada vermelha (Epinephelus akaara) apresentou a
capacidade de cicatrizacdo de feridas (GANESHALINGAM et al.,, 2022). Esta
galectina foi denominada EaGal8, seu gene exibiu uma ORF de 960pb, que codifica
para uma proteina de cerca de 319 residuos de aminoacidos, de aproximadamente
35 kDa e ponto isoelétrico de 7,69. A analise filogenética revelou que ela pertence a
familia de galectina-8. A expressédo tecidual desta lectina foi ubiqua, com maior
expressao observada no sangue. Apés desafio imune sua transcricdo foi regulada
positivamente de uma maneira dependente do tempo. Ademais, apresentou
afinidade de ligacdo a sete carboidratos diferentes, aglutinando tanto eritrocitos do

préprio peixe quanto varias bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

1.3.2 Lectinas Tipo-C
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As lectinas do tipo-C (CTL) foram inicialmente descritas como proteinas
animais que exibem propriedades ligadoras de carboidratos dependente de Ca*" e
uma variedade estrutural significativa. No entanto, estudos mais recentes
demonstraram que a dependéncia de Ca®" pode ou ndo esta presente (LOPES-
FERREIRA et al., 2022). Membros desta familia apresentam um ou mais dominio de
reconhecimento de carboidratos, o C-typelectin-like domain (CLTD), e o dominio
funcional pode apresentar 2 ou 3 pares de ligacdes sulfaricas, formando uma
estrutura distinta e estavel (HUANG et al., 2020; HUANG; MA; LEI, 2013). Esses
dominios sdo bastante conservados apresentado motivos de ligagdo de
carboidratos.

As CTLs séo classificadas em duas principais categorias de proteinas: as
manose-especifico com motivo EPN (residuos de &cido glutamico, prolina e
asparagina) e a galactose-especifica com motivo QPD (residuos de glutamina,
prolina e &cido aspartico) (VASTA; AHMED, 2008). Funcionalmente as CTLs
provaram participar de varios processos imunes, tais como, reconhecimento de
patdgenos, adesao celular, sinalizacéo intercelular, entre outros. Em peixes ja foram
descritas varias CTLs, como em linguado Cynoglossussemilaevis(HUANG et al.,
2019), baiacu Takifuguobscurus(HUANG et al., 2020), salméo do Atlantico Salmo
salar(OJEDA et al., 2020; RICHARDS et al.,, 2003), falso alabote japonés
Paralichtysolivaceus(KONDO et al., 2007), grande rodovalho Scophtalmusmaximus
L. (LIU et al.,, 2022; ZHANG; HU; SUN, 2010), peixe sapo Cano Thalassophryne
maculosa(LOPES-FERREIRA et al., 2022), peixe escorpiao
ScorpaenaplumieriANDRICH et al., 2015) e corvina amarela gigante
Larimichthyscrocea(LV; ZHANG; WANG, 2016).

Embora seja comumente encontrada no interior dos organismos, como todas
as CTLs citadas acima, existem relatos da presenca dessas proteinas também na
superficie corporal de alguns peixes. A AJL-2 é uma lectina que foi extraida do muco
gue recobre o corpo da A. japonica e apresenta estrutura molecular similar a lectina
tipo C, com atividade especifica de lactose e tanto aglutina Escherichia coli quanto
inibe o seu crescimento (TASUMI et al.,, 2002). Adicionalmente, conCL-s & outra
CTL, encontrada no muco da C. myriaster, com atividade manose-especifica e que
aglutina a levedura Saccharomyces cerevisiae. Porém estas lectinas nao

apresentam atividade dependente de cétions bivalentes (TSUTSUI et al., 2007).
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Estruturalmente AJL-2 é um homodimero ligado covalentemente por ligacdes
dissulfeto, resultante de 4 residuos de cisteinas. Apresenta aproximadamente 30%
de homologia com varias CTLs, com sequéncia de aminoacidos altamente
conservados do CRD, apesar de mostrar atividade independente de Ca®*. Esta
lectina é produzida nas células claras do epitélio e secretada para a superficie
corporal, onde € exclusivamente encontrada como um componente do muco. Além
disso, AJL-2 possui a capacidade de aglutinar Escherichia coli e adicionalmente
inibir o seu crescimento numa concentracdo de 1upg/ml, sugerindo sua participacao
na defesa do hospedeiro (TASUMI et al., 2002).

De acordo com Tsutsui et al. (2007), conCL-s possui estrutura tretamérica,
consistindo em dimeros associados nao covalentemente que sdo ligados para
formar a estrutura tetramérica por pontes dissulfetos. Esta lectina € produzida nas
células claras do epitélio, mas pode ser encontrada tanto nos tecidos internos
quanto na superficie corporal do peixe. Em comparacdo com outra CTLs, conCL-s
exibiu alta homologia com vérias lectinas do tipo-C e apresentou motivos EPN no
seu CRD e WND (residuos de triptofano, asparagina e acido aspartico) no sitio de
ligacdo do ion divalente. Possui atividade aglutinante a levedura S. cerevisiae e a

bactéria E. coli.

N&o ha duvidas que ambas as lectinas, AJL-2 e conCL-s, fazem parte da
familia de lectinas tipo C, mesmo apresentando atividade independente de cation
divalente. Em comparagdo com as congerinas, lectinas encontradas no muco da C.
myriaster e que pertence a familia das galectinas, AJL-2 ndo apresenta homologia
com essas proteinas. Com relacdo a conCL-s, apesar de serem produzidas pelo
mesmo tipo de células, e serem encontradas no muco do mesmo peixe, as
congerinas diferem estruturalmente, pertencendo a familias distintas de lectinas.
Mesmo AJL-2 e conCL-s que pertencem a mesma superfamilia de lectinas, estédo
agrupadas em familias distintas devido a suas diferengas estruturais e
especificidade a carboidratos diferentes. Contudo, ambas lectinas sdo capazes de
aglutinar E. coli, sendo que AJL-2 também é capaz de inibir o crescimento destas
bactérias, enquanto conCL-s apenas aglutina a bactéria citada e adicionalmente
levedura (SHIOMI et al., 1989; TASUMI et al., 2002; TSUTSUI et al., 2007).
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1.3.3 Lectina ligadora de L-ramnose

Anteriomente descrita em ourico do mar e em ovos de peixes, a lectina
ligadora de L-ramnose (RBL) foi extraida da secrecdo corporal de peixe ponei,
Leiognathusnuchalis, que é um peixe sem escamas que pertence a familia de
Leiognathidae e da ordem Perciformes. As RBLs apresentam de dois a trés CRDs
homélogos em tandem (repeticbes organizadas em sequéncias) de cerca de 95
residuos de aminoacidos (TATENO et al., 2002).

Duas RBLs foram isoladas do peixe p6nei, PFL-1 e PFL-2. Conforme descrito
por Okamato, Masakiet al. (OKAMOTO et al., 2005), PFL-1 exibe uma sequéncia de
aminoacidos com alta homologia com lectinas ligadoras de L-ramnose descritas
anteriormente e possui ainda um dominio de reconhecimento de carboidratos
conservado tipico de lectinas ligadoras de L-ramnose (CRD RBL), com repeticbes
em tandem e esta presente apenas na superficie corporal do peixe poénei. PFL-2
apresenta uma sequéncia N-terminal altamente idéntica a PFL-1, sugerindo que
PFL-2 seja uma isoforma de PFL-1.

Em contraste com as RBLs anteriormente descritas, que estédo
frequentemente associadas a gbonadas e ovos de peixes, a exemplos da RBL dos
ovos da truta arco-iris Oncorhynchusmykiss(TATENO et al., 2001) e da truta branca
Salvelinusleucomaenis(TATENO et al., 2002), que ocorrem em diversos tecidos e
especificamente nos ovarios, as lectinas isoladas no peixe pbnei sdo apenas
expressas nha superficie corporal deste peixe, ndo possuindo nenhuma ligacdo com

a lectina expressa nos ovarios desse peixe.

Algumas RBLs, em ovos de peixes, apresentam habilidade de aglutinar
patdgenos, como as lectinas do salmao cdo (CSLs) e as lectinas de truta branca
(STLs), que sdo capazes de aglutinar E. coli e Bacillus subtilis(SHIINA et al., 2002;
TATENO et al., 2002). No entanto, as lectinas encontradas no muco do peixe ponei
nao exibiu atividade aglutinante para as seis bactérias nas quais foram testadas,
sugerindo que no futuro essas lectinas sejam testadas em um numero maior de
bactérias e outros patégenos, uma vez que as pufflectinas apresentaram atividade

aglutinante bastante especifica para um numero reduzido de bactérias e foi a
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primeira lectina do muco de peixes descrita que possui a capacidade de se ligar a
parasitas (OKAMOTO et al., 2005).

Varios tipos de lectinas estdo presentes no muco de peixes. Essa diversidade
molecular é muito importante para a elucidacdo da funcdo destas moléculas nesses
organismos. RBLs s&o conhecidas por estarem envolvidas em mecanismos de
resposta inflamatoria, atuando como moléculas de reconhecimento e transporte
celular, assim como ativadores da cascata inflamatoria através de citocinas (VASTA
et al., 2011).

1.4Atividade bioldgica das lectinas de peixes

Segundo Angeles Esteban (ANGELES ESTEBAN, 2012), as lectinas dos
peixes apresentam propriedades antimicrobianas contra infec¢cdes de patdgenos e
tem sido demonstrado em diferentes peixes. Watanabe, Yasuharuet al.(WATANABE
et al., 2013), admite que o muco dos peixes funciona como um mecanismo de

barreira bioquimica.

Entre as moléculas que compéem o muco do peixe, as lectinas possuem a
capacidade de aglutinar células, através do reconhecimento de carboidratos
especificos. Esta capacidade de aglutinar das lectinas de peixe previne a entrada de
patégenos no organismo desses animais. O muco de peixes permite o controle de
muitos eventos no organismo vivo, tais como fertilizacdo, desenvolvimento e
reconhecimento do proprio/ndo-proprio, pela variacdo estrutural do glicocalice das
células (SUZUKI et al., 2003).

Como se pode verificar, lectinas em geral sdo proteinas que apresentam
diversas atividades bioldgicas. Existem relatos de atividade antibacteriana
(CARVALHO et al., 2015; MOURA et al., 2015; PROCOPIO et al., 2017; SILVA et
al., 2016; TASUMI et al., 2002, 2004), atividade antiviral (BARTON et al., 2014;
MOLCHANOVA et al.,, 2007; SATO et al., 2015), atividade inseticida (COELHO;
MARANGONI; MACEDO, 2007; SA et al, 2009), atividade antifingica
(ALBUQUERQUE et al., 2014; DA SILVA, 2018; REGENTE et al., 2014; SITOHY;
DOHEIM; BADR, 2007; TSUTSUI et al., 2007; WEIDENBACH et al., 2016), atividade
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antitumoral (KAWANO et al.,, 2009; PETROSSIAN; BANNER; OPPENHEIMER,
2007) entre outras, indicando que essas proteinas funcionam no mecanismo de
defesa do organismo vivo. Evidentemente estas proteinas podem ser utilizadas para
aplicacdes clinicas e biotecnoldgicas, como marcadores celulares, transporte de
moléculas, a exemplo de farmacos que agem em células-alvos pelo sistema de
transporte de drogas (DDD, do inglés Drugs Delivery Development) (BIES; LEHR,;
WOODLEY, 2004; PIETRZYK-BRZEZINSKA; BUJACZ, 2020), testes diagnosticos e
outras inumeras possibilidades. Uma pesquisa inédita no Brasil utilizou a lectina
obtida de um peixe para producédo de implantes dentérios, aumentando a eficiéncia
desses implantes (ANJOS, 2015).

Alguns estudos tém mostrado que as lectinas de peixes podem se ligar a
bactérias (HUANG et al., 2019, 2022; LV; ZHANG; WANG, 2016), fungos (TSUTSUI
et al., 2007), parasitas (BRINCHMANN et al., 2018; NAKAMURA et al., 2012;
TSUTSUI et al., 2006a) e podem desempenhar outras atividades bioldgicas (Tabela
1). Essas macromoléculas sdo altamente especificas para o seu ligante e podem
impedir a aderéncia de potenciais patdbgenos ao corpo dos peixes, inibindo sua
invasdo. Devido a essas propriedades, lectinas séo consideradas potenciais agentes

antimicrobianos presentes no muco.

Pesquisas com lectinas de plantas sdo mais abundantes e mais
profundamente exploradas. Mas a descoberta de novas lectinas animais,
especificamente as lectinas de peixes, tem trazido uma nova dimensao a biologia e

imunologia de peixes.

Tabela 1 - Atividade bioldgica das lectinas de peixes.

Especificidade Familia de

Atividade Lectina Peixe de ligacdo lectina Referéncias
Enguia congro
Antiparasitaria Congerinas B-galactosideos Galectina (NA;TA';AO%E)A et
(C. myriaster) v
Enguia congro
AntifGngica ConCL-s Manose Tipo C (TSU;S(;JYI)et al.,
(C. myriaster)
Botia
. . . (ZHANG et al.,
Antibacteriano MaCTL (Misgunusanguil Galactose Tipo C 2020)

licaudatus




Corvina amarela

Encapsulacao . . (ZHANG et al.,
celular LcGal9 B-galactosideos Galectina 2016)
(L. crocea)
Corvina amarela
Antibacteriano Lyc CTLR (AO et al., 2015)
(L. crocea)
Corvina amarela . .
Antibacteriana LcNTC Manose Tipo C &XNéHgoNﬁ;)
(L. crocea) '
Salmé&odo .
N Atlantico . (EWART, .
Efeito citotoxico SauFBP32 Fucose Tipo C JOHNSON;
ROSS, 1999)
(Salmo salar)
Salméo céo
Antibacteriana CSL (1-3) Ramnose RBL (SHIIZIE)"SSt al,
(O. keta)
Baiacu
Antiparasitario Pufflectinas Manose Tipo C (TSU;’OS(JEL)e tal,
(T. rubripes)
Drgal-1 Peixe zebra
Antibacteriano LaNAc Galectina (CH;EOI\IlSe)t al,
(L1, L2, L3) (D. renio)
Enguia
Antibacteriano AJL-1 Japonesa -galactosideos Galectina (TASZUO'\SL)E tal.,
(A. japonica)

Tabela 1 — Atividade biolégica das lectinas de peixes (continuagédo)

Atividade Lectina Peixe Espec_lfluciade Famll!a de Referéncias
de ligagdo lectina
: aEg%‘gga (MU et al., 2022;
Antibacteriano AJL-2 jap Lactose Tipo C TASUMI et al.,
(A. japonica) 2002)
Aglutina Tilapia do Nilo
patégenos OnMBL Manose Tipo C (MU et al., 2017)
bacteriano (O. niloticus)
Regula a Tilapia do Nilo
fagocitose de OnMR Manose Tipo C (YIN et al., 2022)
mondcitos (O. niloticus)
= Tilapia do Nilo
Induz”gl(lc_)duqao OniL Manose Tipo C (DA S;Ia\llget al.,
Y (O. niloticus)
Antibacteriana EaGal8 Garoupa B-galactosideos Galectina (GANESHALINGAM

etal., 2022)
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Antiviral (E. akaara)

Cicatrizagdo de
feridas

Aglutina Tambor amarelo
patégenos YdGal3 -galactosideos Galectina (WU et al., 2021)
bacterianos (N. albiflora)
Tambaqui (MACIEL
Antibacteriana ComaSeL Galactose Tipo C CARVALHO et al.,
(C.
2012)
macropomum)
I Bagre do
Inibiao do Atlantico . (TSUTSUl et al,,
crescimento SalntL Manose Intelectina 2011)
bacteriano
(S. asotus)

Fonte: Adaptado de (ELUMALAI et al., 2019).

1.5Aspectos genéticos das lectinas em peixes

A respeito dos genes de lectinas em peixes as informacdes disponiveis ainda
sao limitadas. Isto pode ser justificado, em parte, pela quantidade de peixes que
tiveram seus genomas montados e pela qualidade que esses genomas foram
anotados. De acordo com Lu e Luo (LU; LUO, 2020) até 2019 cerca de 270
genomas de peixes, das mais de 34.000 espécies de peixes conhecidas, estavam
disponiveis no Centro Nacional de Informacfes sobre Biotecnologia do Genoma dos
EUA (NCBI) e que tais sequéncias variavam em muito na qualidade, devido tanto as
tecnologias de sequenciamento quanto as ferramentas de software que haviam sido
utilizadas. Os autores ainda ressaltam que a maioria desses genomas havia sido
sequenciada utilizando tecnologia de sequenciamento de nova geracao,
amplamente utilizado na atualidade, que geram leituras curtas, 0 que torna o

trabalho de montagem do genoma bastante desafiador.

Os genes de lectinas ja foram identificados em varias espécies de peixes.
Estudos atuais em lectinas de peixe tém evidenciado esses genes, o que tem
contribuido para o conhecimento acerca do perfil de expressédo dessas proteinas e
do papel delas na defesa imune. A exemplo das naterinas, que sao lectinas que
apresentam um dominio de ligacdo a carboidrato, semelhante a jacalina, e um outro
dominio de ligacdo a toxina, semelhante a aerolisina. Esta estrutura semelhante a

aerolisina sugere que a proteina é capaz de lisar patogenos (BRINCHMANN et al.,
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2018). Essa teoria foi demonstrada em peixe zebra (Danio rerio), quando a
expressdo do gene de naterina aumentou apds desafio com Staphylococcus aureus
e a eliminacdo das bactérias aumentou quando antes do desafio era administrado
uma injecao da proteina (CHEN et al., 2018). Além disso, o gene da naterina (Aepl)
foi expresso no estégio inicial do desenvolvimento, 0 que sugere que esse gene esta
relacionado com o sistema imune inato, uma vez que nesse estagio do
desenvolvimento o sistema imune adaptativo ainda nédo € expresso (CHEN et al.,
2018).

O baiacu (Takifugurubripes) € um dos peixes que tiveram seu genoma
sequenciado, o que permitiu que os genes de lectinas pudessem ser mais bem
identificados e caracterizados. Atualmente ha 3 versfes de montagens do genoma
do baiacu disponiveis publicamente no NCBI. Varios genes de lectinas foram

identificados no baiacu, a exemplo da familia de galectinas demonstrada na tabela 2.

Tabela 2—-Genes de Galectinas no baiacu (Takifugurubripes)

Comprimento
Transcritos roteinas (aa) Cromossomo Exons ID do gene
(pb)

Gall (proto)
LOC115248679 956 135 - 11 115248679
LOC115249819 1095 135 5 12 115249819
LOC115248474 744 135 - 6 115248474
LOC105418406 1341 135 5 6 105418406
LOC115248680 1433 135 - 4 115248680
LOC115248678 689 135 - 5 115248678
LOC115248677 1076 135 - 6 115248677
LOC115248467 913 135 - 5 115248467
Gal2 (proto)
lgals2b 674 131 17 4 101071380
LOC115248468 1578 132 - 4 115248468

Gal3 (quimera)

LOC101079160 1571 356 16 6 101079160



lgals3bp 1665 479 5 4 101064756
LOC101076673 2102 550 20 6 101076673
Igals3b 1003 240 2 7 105418870
lgals3a 1876 373 2 6 101061771
Gal4 (tandem)
LOC101073226 1562 452 11 14 101073226
Gal8 (tandem)
Igals8 1061 336 16 9

101076544
LOC101074025 1373 296 2 8

101074025

Tabela 2 — Genes de Galectinas no baiacu (Takifugurubripes). (Continuacéo)

Comprimento
- Cromossomo Exons ID do gene
Transcritos Proteinas (aa)
(pb)

Gal9 (tandem)
LOC101079175 1341 346 11 101079175
Outras galectinas
LOC101073084 909 175 17 101073084
Igalsl 4270 178 5 101072765
lgals2a 908 136 5 101063946

Fonte: banco de dados do NCBI.

30

O numero de coOpias dos genes de lectinas varia significadamente entre as

espécies de peixes. Estudos de analise de expressdo em diferentes tecidos

revelaram diferentes nimeros de copia de lectinas ligadora de ramnose (RBL) em

diferentes espécies de peixes. Existem trés RBLs que sdo expressas no salmao cao

(Oncorhynchusketa) e na truta arco-iris (Oncorhynchusmykiss), quatro RBLs na

tilapia do Nilo (Oreochromisniloticus), seis cOpias foram identificadas no peixe-gato

do canal (Ictaluruspunctatus) e oito no bagre do sul (Silurusmeridionales) (HUANG et

al., 2019). O maior numero de RBLs foram encontradas no zebrafish, que foi previsto

possuir 22 RBLs potenciais (OGAWA et al., 2011). O mesmo é verdade para outros

tipos de lectinas, como observamos na enguia europeia (Anguilla anguilla) que
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apresenta sete fucolectinas, e séo diferencialmente expressas (HONDA et al., 2000;
VASTA et al., 2017). Enquanto um gene é expresso no figado e secretada no soro,
associado a uma defesa sistémica, 0 outro é expresso nas branquias e esta
associada a protecdo da mucosa (BRINCHMANN et al., 2018).

A localizacdo da expressdo desses genes é também bastante variavel. E o
que acontece com o0s genes homdlogos de galectinas encontradas no bacalhau do
Atlantico (Gadus morhua). Estes genes podem ser encontrados tanto na superficie
da pele e muco, quanto no reto. Genes de uma mesma lectina podem apresentar
expressdo especifica em tecido e célula. Assim como podem ser expressos em
diferentes estdgios do desenvolvimento do peixe. Por fim, genes de diferentes

lectinas podem ser identificados em um mesmo peixe.

1.60 peixe pulmonado sul-americano (Lepidosirenparadoxa)

O Lepidosirenparadoxa (Fitzinger, 1837) € popularmente conhecido como
pirambdia, que significa peixe-cobra na lingua tupi ("pird" - peixe e "mboia" - cobra).
Mas também pode ser conhecido por outros nomes, como pirarucu-boia, traira-boia
ou caramuru. Este animal possui o corpo alongado, semelhante a enguia, uma
cabeca achatada e dois pares de nadadeira lobadas (peitoral e pélvica), podendo
atingir cerca de 1,5 m de comprimento. No Brasil, a piramboia € encontrada nos
pantanos e lagos com baixo teor de oxigénio da regido Amazodnica. Na época de
chuva esses animais mantém uma vida ativa, enquanto na época de estiagem eles
permanecem pouco ativos, logo apds cavarem um canal de aproximadamente 1
metro de profundidade com uma camara no final, onde permanecem durante toda
estacdo seca (ALMEIDA-VAL et al., 2010).

A piramboia é um peixe pulmonado, que pertencem ao grupo dos peixes com
nadadeiras lobadas, os Sarcopterygii. Eles recebem esse nome por possuir um
pulmao primitivo que permite que esses animais sejam capazes de extrair o oxigénio
do ar atmosférico. Os Sarcopterygii compreendem as classes Actinistia (celacantos)
e Dipnoi (peixes pulmonados). Os Dipnoi sdo exclusivamente de dgua doce, embora

no Devoniano existisse espécies também marinhas. Existem 4 géneros viventes de
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peixes pulmonados atualmente, porém apenas 3 pertencem a classe dos Dipnoi que
sdo os géneros Neoceratodus, Lepidosiren e Protopterus, que sdo endémicos da
Australia, América do sul e Africa respectivamente (MAINA, 2004). Segundo Xiaoni,
Gan et al.(XIAONI et al., 2011), estes animais ocupam uma posicdo muito
importante na filogenia dos vertebrados. Pois s&o considerados um grupo irmao dos
tetrdpodes e, portanto, constituem-se em modelo animal para entender a aquisicdo
de caracteristicas que permitiram a transicdo do ambiente aquatico para o terrestre.
Estes animais acumulam adaptac¢des morfologicas, fisioloégicas e moleculares que os
permitiram a tolerancia a um ambiente pobre em oxigénio (LUDEMANN et al., 2020).
Dentre essas adaptacdes incluem genes envolvidos na imunidade (AMEMIYA et al.,
2013) e que protege os animais de ataques de patégenos favoravel ao ambiente

aguatico.

Figura 2 - Foto da Piramboia (Lepidosirenparadoxa)

De acordo com Medzhitov e Janeway(MEDZITOV; JANEWAY JR., 1997) o
sistema imune dos organismos multicelulares evoluiu mediante uma pressao seletiva
imposta pelos microorganismos, e isso culminou no desenvolvimento de diversas
estratégias de defesa, os quais protegem o hospedeiro por meio da neutralizacdo
e/ou destruicdo de patdgenos invasores. O reconhecimento do patdogeno constitui a
primeira etapa para que a resposta imune seja estabelecida. E isso acontece através
de proteinas capazes de reconhecer, desencadear e amplificar a resposta imune

contra uma grande variedade de invasores (RIZZATO, 2009).

A pele, inclusive 0 muco que recobre a pele, € uma das principais linhas de

defesa no sistema imunoldgico dos peixes (MAGNADOTTIR, 2006). Porém seus
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mecanismos moleculares, que dao inicio a resposta imune, continuam obscuros em
peixes (ANGELES ESTEBAN, 2012). Conhecer esses mecanismos imunes é muito
importante, tanto para o manejo dos peixes quanto para a saude do homem, pois
devido as propriedades antibactericidas 0 muco da pele do peixe pode ser
considerado uma fonte potencial de componentes antibacterianos, podendo ser
usados pela industria farmacéutica na producdo medicamentos alternativos para o

tratamento de infeccdo por microrganismo e resisténcia a medicamentos.

Durante o periodo de estivacdo esses animais secretam um muco que
recobre 0 seu corpo e 0s mantém na temperatura ideal durante toda a estacdo. A
manipulacdo desses animais em viveiros e laboratorios também estimula a secre¢éo
de mucos nestes peixes. O muco atua como uma barreira fisica, servindo como uma
armadilha para aprisionar patdégenos, e uma barreira quimica, através da sua
composicdo de moléculas como lectinas, lisozimas, peptideos antimicrobianos
(AMPs) entre outros, que agem como heutralizadores de patégenos. O periodo de
estivacdo permite que o animal sobreviva em ambientes desfavoraveis mais
aumenta sua vulnerabilidade a patogenos (DARBY HEIMROTH et al., 2021). Apenas
0S peixes pulmonados africano e sul-americanos possuem a capacidade de

estivacao, diferentemente do representante australiano.

O muco dos peixes pulmonados néo é tao estudado quanto os dos demais
peixes teledsteos, mas analises moleculares e comparativa demostraram a presenca
de algumas moléculas da imunidade humoral no muco da pele do peixe pulmonado
africano, Protopterusdolloi(ANGELES ESTEBAN, 2012; SMITH; RISE; CHRISTIAN,
2019). Estudo recente demonstrou que durante o periodo de estivacdo o casulo
formado a partir do muco secretado pelo peixe pulmonado africano possui
propriedade antimicrobiana promovendo um papel protetor a patégenos durante o
estagio de dorméncia desses animais (DARBY HEIMROTH et al., 2021). O que nos
levou a perguntar qual € o papel das lectinas na defesa desses animais na
composi¢cdo do muco, uma vez que num estudo preliminar, em bancos de dados
genéticos, nosso grupo detectou a presenca de varios genes de lectinas no

transcriptoma da piramboia (Tabela 3).

Tabela 3 - Genes de lectinas identificados no transcriptoma da pirambdia
(Lepidosirenparadoxa)
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INTELECTINA  GALECTINAS

SUPERFAMILIA TIPO C

RE TIPO |

Colectinas Selectinas

Cell Killer

COLEC11 SELP

KLRD1 MLEC SIGLECS5

Tipo ¢
ITLN 1 LGALSL CLEC2B
ITLN 2 LGALS1 CLEC2D

COLEC12 SELE

KLRF1 ERLEC1 SIGLECY

LGALS2 CLEC2L

SELPLG

SIGLEC1

KLRG1 5

LGALS3 CLEC2B

LGALS8 (a) CLEC3A

CLEC4
LGALSS (b)
(E, L, M)

CLEC10A

CLEC11A

CLEC14A

CLEC17A

CLEC19A

CD207

Neste projeto propomos

isolar, caracterizar e avaliar a atividade

antimicrobiana da lectina presente no muco do peixe pulmonado sul-americano.

Analisar o padrao de expressao dos genes da lectina na mucosa do animal durante

o periodo de estivacdo. Esperamos desta forma prover informacdes acerca da

resposta imune inata que permite aos peixes pulmonados sobreviverem em

ambiente desafiador.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Identificar genes de lectinas em Lepidosirenparadoxa com base nos
transcriptomas e prever as caracteristicas e fungbes das proteinas através de

andlise in silico.

2.2 Objetivos especificos

¢ |dentificar genes de L.paradoxa nos transcriptomas disponiveis;
e Modelar as estruturas da lectina do peixe Lepidosirenparadoxa;
e Caracterizar as lectinas da piramboia;

e Prever a fungao da lectina na imunidade contra microrganismos.
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3 METODOLOGIA

3.1 Animaise amostras

Espécimes de Lepidosirenparadoxa, foram obtidos de fontes naturais no
Estado do Para (licenca Sisbio n® 79802-2). Os peixes foram aclimatados as
condi¢cdes de laboratorio por pelo menos uma semana. Durante o periodo de
adaptacao, os peixes foram alimentados com ragcdo comercial para peixe (36% PB)
uma vez ao dia. Os cuidados com os animais foram conduzidos de acordo com o
Comité de Etica em Pesquisa Animal da Universidade Federal do Para, sob o
protocolo CEUA N° 8251300622.Ap0s sedacdo dos peixes, foi realizado uma lesao

napele dos animais com o uso de Punch dermatol6gico 6mm de diametro.

3.2 Dados transcriptomicos

Os dados gerados dos transcriptomas da piramboia foram utilizados para
buscar genes de lectinas, dentre os genes diferencialmente expressos (DEGSs). Dois
conjuntos de dados de transcriptomas da piramboia foram analisados, referente a
diferentes tempos (2, 7 e 21 dias pds-injuria - dpi) e estruturas regeneradas (pele e
nadadeira). Apdés mapeamento dos genes (DEGSs), as sequéncias dos genes de
lectinas referentes a 2 e 7 dias foram recuperadas do banco de dados de
transcriptoma da piramboia (dados nédo publicados, SCHEIDER, I., 2023) e os dados
referentes a 21 dias foram recuperados dos dados publicados (NOGUEIRA et al.,
2016)e depositados no NCBI, sob ne. de acesso: BioProject, PRINA301439.

3.3Anélises computacionais

3.3.1 Andlises de sequéncias
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As sequéncias de nucleotideos obtidas a partir dos dados publicados do
transcriptoma de piramboia ((NOGUEIRA et al.,, 2016); BioProject, numero de
acesso: PRINA301439) serdo analisadas usando o NCBI Basic Local Alignment
Search Tool (BLAST). A ferramenta Clustalw
(https:/lwww.ebi.ac.uk/Tools/msa/clustalo/) para analisar a identidade e a plataforma
NCBI ORF finder (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/orffinder/) para determinar a estrutura
dequadro de leitura aberta. As relacdes evolutivas destas lectinas serdo analisadas

através do software MEGA, para identificacdo da familia de lectina.

3.3.2 Caracterizagéo das lectinas

As propriedades fisico-quimicas das lectinas serdo preditas com a ferramenta
ExpasyProtParam (https://web.expasy.org/protparam/). Para prever a estrutura
tridimensional da proteina a plataforma SWISS-Model
(https://lwww.expasy.org/resources/swiss-model) serd utilizada. As regifes de
dominios conservadas das sequéncias de aminoacidos serdo determinadas usando
a ferramenta SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/).

3.4 Modelagemmolecular por homologia

A modelagem molecular foi realizada utilizando-se duas estratégias. As
sequéncias que apresentaram valores de identidades razoaveis com os moldes
depositados no RCSB Protein Data Bank (BERMAN et al., 2000) foram modeladas
através do software Modeller 10.4 (WEBB; SALI, 2016). O alinhamento dessas

sequéncias com 0s seus respectivos moldes fora realizado pelo Promals3D.

Um total de 100 modelos foram gerados, dessa forma considerando
diferentes conformagbes e elencados de acordo com as pontuagbes Molpdf e
DOPE. Os modelos foram gerados satisfazendo restricbes espaciais como
comprimento de ligagéo, diferentes angulos, diedros e interagdes ndo-ligadas, além

do emprego do refinamento pelo servidor GalaxyWEB(KO et al., 2012).


http://smart.embl-heidelberg.de/
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Apo6s a construcdo do modelo, a qualidade estereoquimica sera avaliada
através do servidor SAVES do UCLA-DOE. O SAVES concentra diversos tipos de
programas que foram utilizadas como o PROCHECK (LASKOWSKI; THORNTON,;
MACARTHUR, 2006), que avalia a qualidade estereoquimica através do grafico de
Ramachandran. O Verify3D (EINSENBERG; LUTHY; BOWEI, 1997) ira avaliar a
qualidade do enovelamento do modelo e finalmente o ERRAT (COLOVOS;

YEATES, 1993) sera computado para mensurar a qualidade local do modelo.

3.5Docking molecular

A simulacdo da docagem molecular foi realizada usando o programa GOLD
(GeneticOptimisation for LigandDocking) versédo 5.5 (JONES et al., 1997), que realiza
docagem baseada em algoritmos genéticos e tem se mostrado eficiente no
Screeningvirtual, otimizacao e identificacdo de modos de ligacao de diversas moléculas
bioativas. O conjunto de moléculas selecionadas como ligantes foram encaixadas pelo
GOLD, aplicando a funcéo de pontuagéo GoldScore(VERDONK et al., 2003) com 100%
de eficiéncia e interacdo com residuos de 10,0 A no sitio de ligacéo a carboidratos das

moléculas.

3.6 Anotacdao funcional das lectinas

A andlise da anotacao funcional das lectinas foi verificada utilizando a plataforma
DAVID (Database for Annotation, Visualizationandintegrated Discovery)versao
v2023q2, por meio do modulo GoCharts, que atribui genes a categorias funcionaisde
Gene Ontology combase nas classificagfes selecionadas pelo usuéario e no nivel de
especificidade do termo. As sequéncias das proteinas obtidas do
UniProtforamadicionadas na plataforma DAVID, que analisou para trés tipos de
funcdes: 1) processos bioldgicos, 2) funcdo molecular e 3) compartilhamento celular. As
sequéncias foram comparadas com as do peixe pulmonado africano

(Protopterusannectens) e foi utilizado o grau de especificidade 2.



4 RESULTADOS

4.1 Identificacéo das lectinas de piramboia

As sequéncias nucleotidicas das lectinas foram recuperadas do banco de
dados dos transcriptomas da piramboia (NOGUEIRA et al., 2016;SCHEIDER, 1.,2023
— dados né&o publicado). Ao todo identificamos 78 genes de lectinas, sendo 15nas

amostras de 2 dpi, 26 nas amostras de 7dpi e 36 nas amostras de 21dpi (Figura 3).

Figura 3—- Genes de lectinas expressos nos transcriptomas de piramboia durante a

regeneracdo do tecido.

TC_2016_21dpi

ITLN2-B
ITLN2-D
ITLN2-E
ITLN2-F
CLEC4E-D

CLEC4AM-A
CLEC4M-B
CD302
CLECI6A-A
CLECI6A-B
CLEC16A-C

TC_2023_7dpi

TC_2023_2dpi
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Dentre os genes diferencialmente expressos conseguimos caracterizar
in silico o produto de sete desses genes, referentes a trés familias de lectinas: trés
do tipo C (CLEC19A, CD302/CLEC13A e SELP), uma intelectina (ITLN2) e trés
galectinas (LGALS1, LGALS9 e LGALSL). Os genes CLEC19A apresentou trés
variantes e ITLN2 exibiu quatro, totalizando doze lectinas identificadas e
caracterizadas. A tabela atualizada com o total de lectinas identificadas por familias

nostranscriptomas da piramboia encontra-se no apéndice.

4.2 Caracterizagcédo das lectinas de piramboia

Dentre as lectinas identificadas, doze apresentaram moldes acurados que
permitiram modelar essas proteinas.As lectinas foram agrupadas, de acordo com a

analise das suas respectivas sequéncias, em trés familias distintas:

4.2.1 Lectinas do tipo C

A andlise dos transcriptomas da piramboia revelou trés variantes do gene
CLEC19A: CLEC19A-A, CLEC19A-B e CLEC19A-C. O produto desse gene foi
denominado LpCTL e suas variagdbes LpCTL-1, LpCTL-2 e LpCTL-3,

respectivamente.

Os resultados mostraram que o comprimento total da ORF do gene
CLEC19A-A compreende 528 pb e codifica uma proteina de 175 aminoacidos (ver
sequéncia no Apéndice 1), contendo um peptideo sinal, formado por 18 residuos N-
terminais e um dominio de reconhecimento de carboidrato (CRD). A predicdo do
peptideo sinal sugere que esta proteina seja secretada. O peso molecular previsto
de LpCTL-1 foi de 20,36 kDa e o seu ponto isoelétrico foi de 5,24. O indice de
instabilidade para esta proteina foi de 36,34, classificando-a como estavel. Sendo
uma lectina da superfamilia do tipo C, LpCTL-1 apresentou um CRD conservado
(residuos 30-167) com um motivo de ligacdo galactose-especifico, QPD, e outro
especifico para a ligacdo com o Ca**, WND.
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Para avaliar a relacdo de lectinas do tipo C (CTL), a sequéncia de aminoacido
de LpCTL foi alinhada com outras CTLsconhecidas por ClustalW.*O resultado dos
alinhamentos mostrouque LpCTL apresenta as quatro cisteinas conservadas, que
seriam responsaveis pela formacao de pontes dissulfetointra-cadeia que estabilizaa

estrutura da proteina.

A modelagem por homologia previu que a estrutura tridimensional de LpCTL-
1ltem 3 a-hélices, a-1 (WVNAEAYCQRN), a-2 (LEENNYIYELMG) e a-3 (NDYI) e 8
folhas-B (Figura 5%). A modelagem também mostrou que o sitio de ligacédo de Ca*" e

de ligacdo ao aglcar estavam expostos na por¢ao C-terminal.

Figura 4 - Esquema da estrutura de LpCTL

A estrutura tridimensional de LpCTL-2 (Figura 5B) € muito semelhante a
LpCTL-1 (Figura 5A), apresentando uma leve diferenca conformacional na sua
estrutura secundaria. Porém ambas as proteinas apresentam 175 aminoécidos,
pesos moleculares de 20,50 kDa e 20,36 kDa respectivamente e pontos isoelétricos
de 5,24. A variante LpCTL-3 (Figura 5C) € um pouco mais curta, 172 aminoacidos,
possui um peso molecular de 19,66 kDa, ponto isoelétrico de 4,78. Todas as
proteinas foram consideradas estaveis (indice de instabilidade 28,55 e 27,25) e
apresentavam o motivo de ligacéo galactose-especifico, QPD, na mesma posicao da
sequéncia. A estrutura tridimensional de LpCTL-3mostrou que essa proteina exibia
uma a-hélice a menos (a-3). O grafico de Ramachandran mostrou que 94,1%,
94,12% e 92,4%, respectivamente, dos residuos nas estruturas de LpCTL-1, LpCTL-
2 e LpCTL-3 (Figura 5) estdo em posicbes favoraveis energicamente. O fator de

qualidade geral e compatibilidade para as proteinas modeladas foram observados
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como 91,41%, 85,82% e 78,9% no ERRAT e 83,09%, 75,74% e 85,29% no
Verify3D, respectivamente. Esses resultados confirmam que o modelo apresenta

boa qualidade e confiabilidade.

Figura 5 - Figura 5 - Estruturas tridimensionais de LpCTL-1, suas variantes e comparacoes.
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(A) LpCTL-1, (B) LpCTL-2 e (C) LpCTL-3. Comparacgdes entre (D) LpCTL-1 e LpCTL-2, (E) LpCTL-1 e LpCTL-3 e
(F) LpCTL-2 e LpCTL-3.

O ORF de CD302 foi de 480 pb, codificando uma proteina de 159
aminoacidos. E LpCD302 é uma proteina estrutural, com um dominio
transmembrana (7-29 aminoacidos) e um dominio de lectina tipo C (31-159
aminoacidos) (Figura 7). O peso molecular predito de LpCD302 foi de 18,38 kDa

com um pl tedrico de 5.5.

O alinhamento das sequéncias demonstra que a lectina LpCD302 compartilha
um dominio de lectina tipo C com as lectinas CD302 de outras espécies (Figura
6).Além do dominio transmembrana previsto na sequéncia de aminoacido, o
alinhamento revelou um peptideo sinal (22 residuos) na regido N-terminal e os
residuos DTD, na posi¢do 109-111, foram preditos como um sitio de glicosilagdo. A
estrutura molecular de LpCD302 (Figura 8) apresenta 6 cadeias folhas-p3 e 2 cadeias
a-hélices, as posices dos residuos sdo energeticamente favoraveis, pois o grafico
de Ramachandran mostrou 87,42% para a estrutura. Quando observado no ERRAT
(94,6%) e no Verify3D (71,65%), o fator de qualidade geral e compatibilidade

confirmam gue o modelo apresenta boa qualidade e confiabilidade.

Figura 6— Alinhamento da sequéncia de piramboia, bovina, humana, suina e rato de CD302.
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Os residuos homaélogos estdo marcados em cinza escuro. O peptideo sinal esta destacado de verde, os residuos
responsaveis pela formacgéo das pontes dissulfeto, em amarelo e os sitios de glicosilacdo marcados de vermelho.
O dominio de reconhecimento de carboidratos esta sublinhado de preto e as cadeias a-hélices e folhasp
sinalizadas acima da sequéncia. Lepidosirenparadoxa, Bos taurus, Homo sapiens, Sus scrofadomesticus e

Rattusnorvegicus.

Figura 7 - Esquema da estrutura de LpCD302
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Figura 8— Estrutura Tridimensional de LpCD302

O gene SELP apresenta uma ORF que compreende 642 pb e codifica uma
proteina de 213 aminoacidos. O peso molecular previsto e o ponto isoelétrico tedrico
desta proteina foram 23,34 kDa e 6,24 respectivamente. O indice de instabilidade foi
de 39,91, classificando esta proteina como estavel. Sendo uma lectina membro da
superfamilia do tipo C, a P-selectina de piramboia (LpSELP) apresentou trés
diferentes dominios como as outras selectinas, com um dominio de reconhecimento
de carboidratos (CRD) na regido N-terminal, um dominio semelhante ao fator de
crescimento epidermal (EGF, 36aa — 69aa) e dois dominios de ligagdo ao
complemento (CRP, 74aa — 131aa e 136aa — 193aa). O alinhamento da sequéncia
das proteinas revelou a presenca de 6 residuos de cisteinas, que formam trés

pontes dissulfetos, e um sitio de glicosilacdo N-terminal.
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Figura 9 - Alinhamento da sequéncia de p-selectina de piramboia, rato, primatas ehumana.
Esquema da estrutura da LpSELP.
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A estrutura molecular predita revelou que LpSELP exibe oito folhas-f e o
dominio deligacdo ao carboidrato se encontra na regido C-terminal da proteina
(Figura 10). O fator de qualidade geral e confiabilidade foram considerados
favoraveis da estrutura tridimensional de LpSELP (Figura 14) exibindo gréfico de
Ramachandran (94,80%), ERRAT (97,87%) e no Verify3D (67,04%).

Figura 10 - Estrutura tridimensionais de LpSELP.

4.2 .4 Intelectinas

As sequéncias de intelectinas sédo bastante conservadas, apresentando
um dominio semelhante ao fibrinogénio (FReD) na regido N-terminal (Figura 11) e
um dominio especifico de lectina na regido C-terminal. O dominio FReD contém
aproximadamente 142 aminoacidos, enquanto o dominio de intelectina apresenta
cerca de 130 aminoécido. ITLN2 apresenta uma ORF de 1020 pb, produzindo uma
proteina de 339 aminoéacidos (Figura 11).
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Foram caracterizadas 4 variaveis de LpITLN2 neste estudo, denominadas:
LpITLN2-B, LpITLN2-C, LpITLN2-D e LpITLN2-F (Figura 12). As variaveis B, D e F
apresentam estruturas semelhantes, apresentando ORFs de 1020 pb e codificando
proteinas de 339 aminoacidos, e posi¢ao do dominio FReD (62-204 aminoacidos) e
dominio intelectina conservados (206-336 aminoacidos). As proteinas apresentam
pesos moleculares de 37,77, 37,19 e 37,97 kDa respectivamente, enquanto
LpITLN2-F possui peso molecular de 23,29 kDa. Os pontos isoelétricos tedricos séo
respectivamente 5.4, 5.2 e 5.6, enquanto LpINTLN2-F apresenta ponto isoelétrico de
7,63. As proteinas apresentam indice de instabilidade de 34,81, 27,44, 35,75 e
47,16, sendo as trés primeiras sendo consideradas estaveis e a Ultima instavel.

Figura 11 - Alinhamento das variantes deLplTLN2 com a ITLN2 da truta arco-iris
(Oncohrynchusmykiss).

20 30 40 50

ITLN2-B AETDSNNKQCNLRTJOKSVLIJESIAGCSDHT . SNDQVT[NNTQHHTQ
ITLN2-C AEADS . NPHCNLK/TI|QKRDL/ESIMGCCDDDGSDDPF T[NGNVQQGQ
ITLN2-D AQAGQNDMECNLK] PKMFLMASLANCNGNFTSEPSSN[NFYSWDGK
ITLN2=F  bils s chels vnonon salew som oo voas wonlslis vse ‘ .........................
ITLN_ONCMY ELP..... QFPEALJOGNVYAA. .........APVVAAIDLRLRIR
60_ 100 11?
ITLN2-B QK[Y1 SVHENNEPEIGK
ITLN2-C QK|Y VAR SVHENNMINGK
ITLN2-D RK|Y T|G|H SVHENNMMGK
ITLN2-F . |- Malk SVHENNMEIGK
ITLN_ONCMY SS|Y 1G] SVHENNMMGK
Regido de Ligagio
de Cilcio
129 139 14(_) 159 169 17?
ITLN2-B C TFIGD RWESHO GREIAGPRG DN TF ATSDDKNP D 1jdA@DHS V=P
ITLN2-C C THGD RWiS SEQ GRIs(eleM P G DIENWENIA T F ATSDDMKNP D IABDN S Vi#HNP
ITLN2-D CTH{GD RWEN SO RIS PR G D[eiN TF AT SDDMKNP D 1j3dABIDW s viliHWgP
ITLN2-F C TH4GD RWH SHO GRIISIP G DSINWNIA T F AT SDDMKNP D Ij3ABDMS Vil H}P
ITLN_ONCMY |[ehymlelof:¥yis [ ofe]els 1ip Nilg Dleln GISS TF AT SDDEKNP D I\YAIDM S VIl HI§P
189 199 209 219 229 23?
ITLN2-B INNEPREEWEEA 1 LE Y HTEREF LI GEN L N pERE) NG PR 1P I Y DR
ITLN2-C NN PRI WIEIBIA T L8y H T EERIF )AL GININ 1.0 L {T|CP E[l [eig A RSB/ Nsl T
ITLN2-D B T) 1K(: ,.NL A I LY HTERSAF B84 GleN 1.5 ehileidN PRl 1P THY D
ITLN2-F N NP WORWEGASIA T L[]y H T ERISF IS4 GleN 16 ) eI INEGN GPEN TP I) v DI
ITLN_ONCMY [SRSigMEHIN LIGEERARNSTERAR SHL. ST OfElGIPAHIOIBRAT vigv R VINAEIAL|S Gl (e vER e vhEs
249 259 259 0 299
ITLN2-B NVEKES FE 2RV sFNEFTPGE I OFR & [RICSGVKV]N. LCNTEHY[CIGGGF[F
ITLN2-C {2 TR A NI S| NIGIR NE[F|S AIG Y TOF )3 N AICS . KCNT|E[HH|C I GGGE|F
ITLN2-D {21 KR A NIBYSIHNIGIR RE[FINPIGE TQFRIVE [ AIMA VC SGVKV|T|. GCNP|E[VHIC I GGGGF|F
ITLN2-F N[AIAKEY T NP S LISK TILYRRWWEEPREIR oo |ofofofe ofefe o o oo v afe]efe oo v ale]e oo e v e nn ole
ITLN_ONCMY [gD[KITHYR EPRYGIEN TR NQIEEPGE I TF NELAAMAICSGVKP|ITGGDTEHY|CIGGGGH]E
ITLN2-B
ITLN2-C
ITLN2-D
ITLN2-F
ITLN_ONCMY FE[CAPRO!




49

A estrutura tridimensional de LpITLN2 é trimérica (Figura 12), contendo 11
folhas-B, com excecdo da variante LpITLN2-F que apresenta apenas 8 folhas-j3,
alternadas por 6 (LpITLN2-D e LpITLN2-F) ou 7 a-hélices. Todas as variantes
apresentam um sitio de ligacdo ao Ca?" e as variantes LpITLN2-D e LpITLN2-F
apresentaram um peptideo sinal na sua por¢do N-terminal. O alinhamento das
sequéncias das quatro variantes com a ITLN2 da truta arco-iris
(Oncohrynchusmykiss), OnITLN2, mostrou a presenca de 10 residuos de cisteina
conservados em intelectinas. Ademais, o sitio de ligacdo ao carboidrato dessas
proteinas exibe 12 aminoacidos conservados com substituicdes em dois residuos de
LpITLN2-C (H117D e Y122S) e de LpITLN2-D (A109L e H117Y).As estruturas
tridimensionais exibiram fator de qualidade geral e confiabilidade favoraveis, atravées
do grafico de Ramachandran (83,3%, 84,4%, 83,8% e 89,9%), ERRAT (92,20%,
94,41%, 91,05% e 91,77%) e no Verify3D (90,29%, 90,73%, 92,42 e 79,53%).0s
demais alinhamentos individuais das variantes de LpITLN2 se encontram no

apéndice 2.

Figura 12 - Estruturas tridimensionais de LpITLNZ2, suas variantes e comparacdes.




50

(A) LpITLN2-B, (B) LpITLN2-C, (C) LpITLN2-D e (D) LpITLN2-F.

4.2.3 Galectinas

Neste trabalho, trés galectinas foram identificadas e caracterizadas através
dos transcriptomas da piramboia: LGALS1, LGALS9C e LGALSL.O gene LGALS1
apresenta uma ORF de 423 pb e codifica uma proteina da familia de galectina-1 de
140 aminoacidos, a LpGal-1. Como um membro protétipo da familia das galectinas,
a sequéncia de LpGal-1 exibe apenas um dominio de reconhecimento de
carboidratos(Figura 13). LpGal-1 apresenta peso molecular de aproximadamente
15,67 kDa e ponto isoelétrico tedrico 5,87. O indice de instabilidade desta proteina &
de 31,95, portanto € considerada uma proteina estavel. O CRD € conservado,

ocupando a posicado 9-138 aminoacidos, ndo dependente de célcio (Figura 14).

A estrutura molecular tridimensional prevista de LpGal-1 revelou que
ela era uma proteina homodimérica ndo covalente, formada por uma estrutura 3-
sanduiche com 2 folhas antiparalelas (Figura 15). Uma bolsa de ligacdo ao agucar
com os residuos atipicosexpostos foi observada na estrutura de LpGal-1. Ao invés
dos motivos conservados em protétipos de galectinas, HNR, VN e W-ER, LpGal-1
exibiu os seguintes residuos: 47K, 49N, 51C, 62V, 64S, 71S, 74E e 76N (KNC, VS e
S-EN).A estrutura tridimensional de LpGal-1 foi validada pelo grafico de

Ramachandran que demostrou que 86,7% dos residuos estdo em posicoes
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favoraveis energicamente. O fator de qualidade geral e compatibilidade para as
proteinas modeladas foram observados como 89,86% no ERRAT e 75,81% no
Verify3D, respectivamente. Esses resultados confirmam que o modelo apresenta
boa qualidade e confiabilidade.

Figura 13— Alinhamento da sequéncia de piramboia, bifalo, ovelha, hamster e rato de LpGal-1
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Os residuos homologos estdo marcados em cinza escuro. O dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD)
das galectinas esta sublinhado de preto e as cadeias a-hélices e folhas-B sinalizadas acima da sequéncia. Os
sitios de ligacdo a carboidrato e a interface de dimerizagdo estdo marcados de vermelho e azul,
respectivamente. Lepidosirenparadoxa, Bubalusbubalis, Ovis aries, Cricetulusgriseus e Rattusnorvegicus

Figura 14— Esquema da estrutura da LpGal-1.
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Figura 15— Estrutura tridimensional de LpGal-1.

O produto do gene LGALS9 apresenta uma proteina diméricaem tandem de
338 aminoacidos (Figura 16), codificada por uma ORF de 1017 pb. A galectina-9 da
piramboia, LpGal-9, apresenta dois CRDs conectados (15-149 aa e 208-338 aa)
(Figura 17). O peso molecular predito de LpGal-9 é de aproximadamente 37,30 kDa
e ponto isoelétrico tedrico 6,79. O indice de instabilidade desta proteina é de 36,32,

sendo considerada uma proteina estavel.

A estrutura secundaria de LpGal-9 revelou que cada CRD exibiu um arranjo
B-sanduiche consistindo em folhas B-pregueadas antiparalelas de 10 a 11 fitas,
juntamente com a-hélices curtas e uma regido de dobradica enrolada (Figura 18). Os
mondmeros N- e C-terminais se encontram em lados opostos do dimero, e o0s
residuos de aminoacidos responsaveis pela ligagdo ao acucar foram localizados em
bolsbes de ligagdo de acucar.LpGal-9 exibiu motivos de ligagdo ao glicano
conservadosem seu CRD N-terminal (H_NPR e WG-EER) enquanto no CRD C-
terminal apresentou uma variagcédo nos residuos em um dos motivos (H-AVR e WG-
EER).
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do grafico de Ramachandran para a estrutura tridimensional de

LpGal-9 demostrou que 85,3% dos residuos estdo posicionados energeticamente
favoraveis. Além disso, as analises no ERRAT (89,86%) e no Verify3D (75,81%)

conferem a estrutura modelada um fator de qualidade confiavel.

Figura 16— Alinhamento de sequéncias de LpGal-9 de piramboia com camundongos, bovina e

humana.
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Lepidosirenparadoxa, Bos taurus e Homo sapiens.

Figura 17 — Esquema da estrutura de LpGal-9

Figura 18 — Estrutura tridimensional de LpGal-9
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A proteina do gene LGALS apresenta 178 aminoacidos, codificada por uma
ORF de 537 pb (Figura 19). A proteina relacionada com galectina, LpGal, € um
protétipo de galectina, apresentando um unico CRD (43-177 aa) (Figura 20). O peso
molecular predito de LpGal é de aproximadamente 19,85 kDa e ponto isoelétrico
tedrico 5,87. O indice de instabilidade desta proteina é de 50,20, sendo considerada

uma proteina instavel.

Figura 19— Sequéncia de aminoéacido de LpGal.
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1 ATGGCGGGCTCTGTGGCAGCAGAGAAGAACGGAATACTGAGTCCT
M A G 5 V A A E KN G I L 5 P

46 AACAGAGAAGAGGGGCACTTGACCCTACTGAGCAACTCACCGCAG
N R E E GH L T L L S N S P Q

91 TCTCCAGAGCAAGAATTCCCATTACCACCACGTCTGACTGTTCCT
s P EQ E F P L P PR LTV P

136 TTTTGTGGTCATATCAAAGGAGGAATGAAACCTGGCAAGAAGATT
F C G H I K GG GMKUP G K K I

181 AAAGTGATGGGGATAGTAGATGTCTGTCCAGAAAGTTTTGACATC
K v M G I VvV DV C P E s F DI

226 AGTTTAACTTGTGGAACATCAGAAGAGCCACCTGCAGATGTGGCT
s L T C G T SsS E E P P A D V A

271 TTTGAACTAAAAGTGAGATTTCCTCAAAGGCAAGTTGTTCGGAAT
F E L K VvV R F P Q R Q V V R N

316 GCTCAAATTGACAGTGAATGGGGAAAAGAAGAGCTGTCAATTTCC
A Q I D S E W G K E E L s I s

361 TACTTCCCTTTCATACCAGATCAGCCATTTAGAGTTGAGATCCAC
Yy F P F I P D Q P F R V E I H

406 TGTGAACACCAGCGCTTCAGAGTATTTGTCGATGGCCACCAGCTG
C EH Q R F R WV F V D G H Q L

451 TTTGATTTCTACCACCGTGTCCTAGCACTGCAAGCCATTGATACA
F DF Y HR UV L A L QA TIUDT

496 ATAAAGATTAATGGAGACCTTCAGCTGACAAAGCTTGGCTAA
I K I N G D L Q L T K L G #

Figura 20— Estrutura esquematica de LpGal.

A modelagem por homologia previu que a estrutura de LpGal é
monomeérica, formada por B-sanduiche com duas folhas antiparalelas (Figura 21).
Uma bolsa de ligagéo e residuos conservados foi observado, mas sem previsdo para
peptideo sinal ou dominio transmembrana.Para a estrutura modelada de LpGal, o
grafico de Ramachandran demostrou que 91,30% dos residuos estdo posicionados
energeticamente favoraveis. Além disso, as analises no ERRAT (87,70%) e no
Verify3D (80,60%) conferem a estrutura modelada um fator de qualidade geral e

confiabilidade.
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Figura 21— Estrutura tridimensional de LpGal.

4.3 Estudo de docking molecular

As estruturas modeladas foram submetidas ao estudo de docking molecular
para demostrar sua afinidade de ligacdo aos carboidratos especificos, na presenca
de Calcio. Além de analisadas com os carboidratos simples (Figura 22), as proteinas
foram testadas também com polissacarideos de superficie microbiana, LPS e Poli

(I:C), para avaliar suas capacidades de se ligarem a bactérias.

Aa analises confirmam a afinidade da ligacdo das lectinas do tipo C que
apresentam o motivo de ligacdo QPD, que é galactose especifica demonstrando que
sua maior afinidade entre os carboidratos foi com a lactose. Ja a lectina LpCD302,
gue nao apresenta o referido motivo, apresenta maior afinidade com sacarose. As
intelectinas apresentam maior afinidade com maltose, enquanto as galectinas
apresentam tanto afinidade com lactose, como esperado, quanto com outros
acucares, apresentando com estes até uma ligacdo mais forte, como sacarose
(LpGal-1) e maltose (LpGal-9).
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Figura 22— Docking molecular entre as lectinas e carboidratos.

CD302 CLEC19A-A CLEC19A-B [CUECISATE] ITLN2-B ITLN2-C ITLN2-DJIFENZRE LGALS1 LGALS9 LGALSL [JSEIEN

Arabnose 27,00 48,47 51,46 4398 5591 49,46 61,79 50,07 30,59 30,88 39,95 26,94
Frutose 32,70 55,59 57,28 50,06 64,02 53,84 56,83 53,34 36,75 44,21 4879 31,90
Fucose 26,29 50,56 48,38 4446 57,06 49,64 61,79 50,79 32,54 32,28 41,36 2857
Galactose 27,83 52,43 50,16 4793 60,72 51,38 63,99 51,66 34,81 40,57 4525 30,43
Glicose 27,86 52,54 50,47 49,13 60,71 52,26 63,99 5166 3504 40,55 44,26 30,47
Lactose 35,68 72,42 62,75 64,97 70,71 70,50 70,19 6846 51,03 59,73 63,44 36,90
Maltose 36,78 68,43 60,69 56,30 72,46 70,66 70,26 69,73 51,30 60,23 59,94 36,24
Manose 27,89 52,30 43,00 4793 60,53 52,26 6409 51,66 3661 41,15 43,83 30,62
N-acetilglicosamina 31,62 54,08 45,99 51,40 62,13 49,54 57,45 5313 42,04 4553 52,18 3353
Ramnose 25,75 50,70 48,38 44,46 57,06 49,64 61,79 50,08 32,14 31,52 41,60 28,04
Ribose 27,75 47,60 54,42 49,30 62,60 51,10 59,12 47,08 3570 36,47 43,61 29,44
Sacarose 39,87 69,22 61,84 63,60 69,68 62,15 69,73 6838 52,27 56,65 71,26 38,54

Quanto a afinidade com os ligantes LPS e Poli (I:C) para avaliar a capacidade
das proteinas a se ligarem a microrganismos (bactérias e virus), de maneira geral
todas as proteinas apresentaram uma boa afinidade a uma das duas moléculas.
Com destaque para as proteinas LpITLN2-F, que apresentou maior afinidade com a
molécula de Poli (I:C) (Figura 24), sugerindo seu reconhecimento em moléculas de
RNA viral, seguida das proteinas LpCTL-2, LpGal-1, LpGal-9 e LpCD302, que
apresentaram afinidade menores. A LpITLN2-C n&o apresentou interagdo com a Poli
(I:C), sugerindo ndo reconhecer a molécula viral. Porém a LpITLN2-C apresenta
uma boa afinidade com LPS, sugerindo o reconhecimento e ligacdo com a parede

bacteriana.

Figura 23— Docking molecular entre as lectinas e LPS/Poli (I:C).

CD302 CLEC19A-A CLEC19A-B JGIECISAE] TLN2-B ITLN2-C ITLN2-DJIflNZ LGALS1 LGALS9 LGALsL [ISEEEN
LPS 51,20 57,85 39,16 4485 64,03 62,58 5723 76,84 52,13 64,37 5820 51,37
Poli(1:C) 58,93 62,27 64,03 5490 6491  -639 64,54 106,35 61,08 61,55 59,24 60,94

Figura 24— Detalhe da ligacdo entre a lectinas LpITLN2-F e o ligante Poli (I:C).
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4.4 Anotacéo funcional das lectinas da piramboia
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Para prever em quais funcdes as lectinas caracterizadas estédo envolvidas, foi
realizada uma andlise de anotacdo funcional na plataforma DAVID, para trés
categorias de funcbBes: a) processos biolégicos; b) funcdo molecular e c)

compartimento celular.

A andlise dos processos revelou que as lectinas de piramboia estédo
envolvidas na resposta ao estresse, na transducdo de sinal, sinalizacdo de
organismo unico, comunicacdo celular e resposta celular a estimulos. Além disso,

também estéo envolvidas na regulacdo do sistema imune e adeséao celular

Figura 25— Analise dos processos biolégicos das lectinas da piramboia
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A andlise da funcdo molecular mostrou que a maioria das lectinas estdo
associadas a funcbes de reconhecimento aos carboidratos, mas também podem

desempenhar atividade de receptor e reconhecimento de particulas virais (figura 26).

Figura 26— Anédlise funcional das lectinas da piramboia
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Quanto a analise de compartimento celular, as lectinas tanto podem estar
associadas a membrana quanto podem ser solGveis ou serem secretadas para outro

tecido.

Figura 27— Analise dos compartimentos celulares das lectinas da piramboia
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5 DISCUSSAO

Ostranscriptomas da piramboia revelaram 78 genes de lectinas em trés
periodos de regeneracdo do tecido. De acordo Bonnardelet al.(2021) , os
organismos aquaticos apresentam um maior repertério de lectinas, uma vez que
esses animais utilizam as lectinas para aglutinar bactérias presentes no
ambiente.Essa diversidade no repertério de lectinas do tipo C também foi observada
no estudo conduzido por Sacoet al.(2023).Neste estudo, genes de lectinas do tipo C
(CTLs) da piramboia foram identificados e o produto desses genes foram
caracterizados. As sequéncias de aminoacido destas proteinas apresentam o
dominio de ligacdo ao carboidratobastante conservado, caracteristico desta familia
de proteinas.

As lectinas do tipo C da piramboia,Lepidosirenparadoxa, LpCTLs, sao
compostas por quatro regides: peptideo sinal, ponte dissulfeto intra-cadeia, dominio
das lectinas tipo C (CTLD) e sitio de ligagdo ao Calcio. Outras CTLs de peixes
também compartilharam dessa estrutura, como a PfCTL do peixe gato amarelo
(Pelteobagrusfulvidraco)  (TANG et al, 2021)e MaCTL do dojo
(Misgurnusanguillicaudatus)(ZHANG et al.,, 2020). Além disso, a modelagem
tridimensional da estrutura dessas proteinas revelou a presenca de até trés alfa-
hélices e 8 folhas-beta.

De uma maneira geral, as CTLs sdo caracterizadas por apresentarem seus
CTLDs conservados, apresentandotanto o motivo de ligacdo ao carboidratoquanto
as quatros cisteinas que formam as duas ligacdes dissulfetos que estabilizam o
dominio de lectina. As CTLs da piramboia apresentam o motivo de ligacao
galactose-especifico, formado pelos aminoacidos glutamina (Gln ou Q), prolina (Pro
ou P) e aspartato ou acido aspartico (Asp ou D), portanto denominado motivo QPD,
em oposicado ao motivo manose-especifico, formado pelos aminoacidos glutamato
(Glu ou E), prolina (Pro ou P) e asparagina (Asn ou N), portanto denominado motivo
EPN, sugerindo que estas proteinas tenham afinidades a galactose(RAPOSO;
CANELAS; BARROS, 2021).Esses motivos estdo envolvidos na mediagdo do
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reconhecimento aos glicanos da superficie microbiana. Apesar de serem bem
conservados, esses motivos podem apresentar variacdes, como QPT(substituicdo
do aspartato pela treonina — Thr ou T) ou QPG (substituicdo do aspartato pela
glicina, Gly ou G), EPD(substituicdo da asparagina peloglutamato — Glu ou D) ou
EPQ (substituicio da asparagina pela glutamina — GIn ou Q)sem que a sua
funcaoseja prejudicada(CHOI et al., 2022).

A presenca do motivo WND, importante para a ligagdo com os carboidratos
de uma maneira dependente de Caz* também foi identificado. O sitio de ligacédo de
calcio mostrou ser bem conservado, apresentando os residuos Dios, E109, D130 € D136
comparado com outros organismos. Esses mesmos residuos também estdo
presente em MaCTL, uma CTL do peixe doj6(ZHANG et al., 2020),demonstrando

que essas proteinas sdo capazes de se ligar ao Ca?*.

O alinhamento das sequencias das CTLs da piramboia com outros
organismos confirmou a presenca do peptideo sinal nas LpCTLs, sugerindo que
estas proteinas podem ser produzidas e secretadas para outros tecidos com a
finalidade de exercer uma funcdo imunolégica (ZHANG et al., 2020). Essa suposta
func@o imunolégica é corroborada pela capacidade dessas proteinas se ligarem a
polissacarideos de superficies, presente em bactérias e virus. As variantes de
LpCTLs demonstraram afinidades de ligagdo como lipopolissacarideo bacteriano,
LPS, e com o acido policitidilico,Poly I:C, sendo essa afinidade, maior para Poly I:.C
e menor para LPS. Esses resultados sugerem que essas lectinas podem atuar

como receptores de reconhecimento padrdoque ligam particulas virais e bacterianas.

Outras CTLs de teleGsteos demostraram afinidades a estes polissacarideos e
apresentaram expressédo induzida ao organismo ser desafiado com LPS e Poly I.C,
como a lectina do tipo C do peixe gato amarelo,Pelteobagrusfulvidraco,PfCTL, que
apresentou sua maior expressdo com LPS(TANG et al.,, 2021). O oposto foi
observado nas CTLs de piramboia que apresentaram maior afinidade para Poly I:C,
sugerindo que estas proteinas teriam um papel na imunidade contra bactérias e
virus. A CTL do dojo,Misgurnusanguillicaudatus,MaCTL, também exibiu ligacdo ao
LPS e atividade antibacteriana, sendo capaz de inibir o crescimento tanto de
bactérias Gram +/-, demonstrando que essas proteinas desempenham um papel na
imunidade bacteriana(ZHANG et al., 2020).
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Varios estudos evidenciam o papel na imunidade antimicrobiana das CTLs
(BROWN; WILLMENT; WHITEHEAD, 2018; CHOI et al., 2022; HUANG et al., 2020;
ZHANG et al., 2022). No entanto para que haja a resposta imune € imprescindivel
gue haja primeiro a ligacdo ao carboidrato. Em estudos que buscavam entender a
modulacdo de CTLs apOs estimulagdo de um ligante de lectina, B-glucano,foi
observado diferentes tipos de resposta a este mesmo ligante em organismos
diferentes.Enquanto foi sugerido que lectinas podem representar um mecanismo de
feedback negativo para impedir a hiperestimulacdo de células imunes na carpa,
durante a infec¢des fungicas e bacterianas(PETIT et al., 2019),no salmdo pode-se
observar a atuacao destas proteinas no reconhecimento e na transducao de sinal
durante tais infeccfes(KIRON et al., 2016).

De acordo com Brown et al.(2018), CTLs possuem a capacidade de
reconhecer ligantes proprios e nado proprios. LpCTLsdemonstrarampossuir
capacidade de reconhecer carboidratos de maneira dependente de CaZ* como
outras CTLs, que exibiram além da capacidade de se ligarem e aglutinarem
microrganismos patogénicos, demonstraramatividade antimicrobiana, inibindo o
crescimento desses patdgenos. Sugerindo que estas proteinas podem atuar na

resposta imune desses animais como receptores de reconhecimento padrao.

Além das LpCTLs, este trabalho também caracterizou outras CTLs de
piramboia, como o receptor de membranalLpCD302 e a p-
selectinaLpSELP.LpCD302 trata-se de um receptor de membrana do tipo C
(CRL)que exibiu um dominio de lectina tipo C edemostrou capacidade de se ligar a
maltose. Ademais, a ligacdo com LPS e Poly I:C foi observada, sendo que a proteina
apresentou maior afinidade com Poly I:C.Na tilapia do Nilo, foi identificado um
receptor de membrana,semelhante a LpCD302, denominado OnCD302(ZHANG et
al.,, 2022). Esse receptor demonstrou capacidade de se ligar e aglutinarduas
bactérias,Streptococcus agalactiae e Aeromonashydrophila. Ambos patégenos
foram capazes de induzir a expressdao de OnCD302 na tildpia, porém apenas S.

agalactiae teve seu crescimento inibido pelo CLR(ZHANG et al., 2022).

A P-selectinaé um receptor de membrana que media aadesdo molecular em
mamiferos e € expressa ha membrana de plaquetas e células endoteliais (LUDWIG,;
SCHON; BOEHNCKE, 2007). Em peixes, P-selectinanio ¢ frequentemente relatada,
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mas sabe-seestar presente no genoma do peixe-zebra (Danio rerio) e do fugu
(Takifugurubripes).Entretanto, ndo se sabe ao certo em qual tipo de célula essa
proteina é expressa(SUN et al., 2010).Na piramboia, LpSELP foi expressa durante a
regeneracao de tecidos e apresentou um dominio de reconhecimento de carboidrato
(CRD) na porcédo N-terminal, um dominio semelhante ao fator de crescimento
epidérmico (EGF)e um dominio repetido de ligacdo ao complemento (CRP).

Estudos comparativos da sequéncia de aminoacido de P-selectina entre
peixes e mamiferos demonstraram que a estrutura primaria dessa proteina €&
relativamente conservada(BAISSE et al., 2019; SUN et al., 2010). A P-selectina
dopeixe-zebra apresentou um peptideo sinal de 25 aminoacido e os cinco dominios
funcionais conservados de P-selectina: um dominio de ligacdo a carboidrato na
porcdo N-terminal, um dominio semelhante a EGF, um dominio de dez repeticdes de
ligagdo ao complemento, um dominiotransmembranar e um dominio
citoplasmatico(SUN et al., 2010).0 dominio CRP é variavel entre espécies, LpSELP
por exemplo s6 apresentou dois dominios CRPs, em comparacdo com o0s dez
presente no peixe-zebra.Além disso, nao foi identificado na P-selectina da piramboia
o dominio transmembranar e o dominio citoplasmatico relatado em peixe-zebra e em
mamiferos.Nota-se que o dominio de lectina e o de fator de crescimento epidérmico
parecem determinar a funcao da P-selectina, que esta envolvida com a promocao da

inflamacéo, enquanto a funcdo do CRP permanece desconhecida.

Outra familia de lectina identificada nos transcriptomas da piramboia foi as
intelectinas (ITLN). A intelectina € um grupo recente de lectinas e recebe esse nome
por ter sido identificadas nas células de Paneth do intestino delgado do camundongo
(NONNECKE et al., 2022). Porém foi identificada pela primeira vez no ovécito do
Xenopuslaevis e era denomidada de X-lectina (LI et al., 2021). Recebeu essa
denominagdo por ndo apresentar um dominio de reconhecimento de carboidrato
padrdao das lectinas. Em seu lugar, havia um dominio semelhante ao fibrinogénio
(FReD) e um dominio especifico de intelectina na por¢cdo C-terminal (CHEN; LI,
YANG, 2020).

As intelectinas sdo amplamente distribuidas, desde placozoarios a mamiferos.
E ja foram relatadas em varias espécies de peixes, como 0 peixe-zebra, truta arco-

iris, carpa, bagre do canal entre outros (CHEN; LI; YANG, 2020). Em mamiferos
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foram relatadas apenas duas coOpias de genes de intelectina, enquanto peixes
apresentam mais cépias. Demonstrando que essas proteinas tém um papel efetivo

na resposta imune, devido a pressdo ambiental nesses organismos.

A sequéncia de aminoacido e a estrutura tridimensional das intelectinas sao
bastante conservadas. O dominio FReD, encontra-se na regido N-terminal e
apresenta cerca de 200 aminoécidos, sendo a regido que apresenta maior variagao
(CHEN; LI; YANG, 2020). O dominio especifico de intelectina, esta posicionado na
regido C-terminal e é mais conservado que a porcdo N-terminal. A piramboia

apresentou quatro variagoes de INTL-2 no seus transcriptomas.

As variantes de LpITLN2 apresentam uma ORF de 1020 pb, codificando
proteinas de 339 aminoacidos, com excecdo da LpITLN2-F que apresentou uma
ORF de 615 pb e codificou uma proteina de 204 aminoacidos. O alinhamento entre
as sequéncias das LpITLN2 revelou que as sequéncias sdo bem conservadas entre
si, apresentando 10 residuos de cisteinas conservados como as intelectinas da
maioria dos mamiferos(CHEN; LI; YANG, 2020). Além disso, sitio de ligacdo de
carboidrato apresentam 12 aminoacidos conservados com variagdo em dois
aminoacidos de duas variantes. A LpITLN2- C apresentou mutacfes nos
aminoacidos H117D (substituicdo de histidina para glutamato) e Y122S (substituicdo
de tirosina para serina). E na LpITLN2-D as mutacdes apresentadas foram nos
aminoacidos A109L (substituicdo de alanina para leucina) e H117Y (substituicdo de
histidina para tirosina, sendo esse Ultimo semelhante ao da truta arco-iris
(Oncorhynchusmykiss). Variagcdes como essa foram observadas entre as intelectinas
humana no sitio de ligacdo aos carboidratos (NONNECKE et al., 2022). No entanto
as mutacdes néo interferiram na ligagdo com calcio nas variantes das intelectinas de

piramboia.

As estruturas tridimensionais das intelectinas de piramboia sao triméricas,
contendo 11 folhas-, com excec¢do da variante LpITLN2-F que apresenta 8 folhas-f3,
alternadas por 7 a-hélices, com excecéo das variantes LpITLN2-D e LpITLN2-F, que
apresentam 6 a-hélices. Semelhantes a estrutura de ITLN1 humana (hITLN1), que é
uma estrutura trimera, contendo duas folhas-p altamente distorcida, cercadas por 7
a-hélices curtas e regides de bobinas aleatorias (CHEN; LI; YANG, 2020). Ademais,
as estruturas das intelectinas da lamprea,Lethenteroncamtschaticum, (PDB:7E1E) e
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de Xenopuslaevis epidérmica, XEEL, (PDB:5ZC0) (WANGKANONT et al., 2016)

também apresentam estruturas similares.

As intelectinas de piramboia demonstraram afinidade de ligacdo para o
dissacarideo maltose, mas também para outros glicanos, como lactose e N-
acetilglicosamina de maneira dependente de Calcio. Wangkanont(2016) demonstrou
que as intelectinas humana e de Xenopus apresentam estrutura semelhantes,
inclusive no sitio de ligacdo a carboidrato. E que ambas preferem se ligar a glicanos
com grupos 1,2-hidroxila, o que também ocorre com a ligacdo a N-acetilglicosamina.
Corroborando com o que sugere Chen et al.(2020), que essas proteinas teriam
evoluido em uma Unica dire¢cdo para reconhecer microrganismos com epitopos

contendo grupos terminais 1,2-hidroxila.

Estudos revelaram que os genes de intelectinas participam das defesas
imunoldgicas contra infec¢des bacterianas (LI et al., 2021; SINGRANG et al., 2022;
WANGKANONT et al., 2016). As lectinas de piramboias, LpITLN2, demonstraram
afinidade de ligacdo ao LPS e Poly I:.C, sendo que maior afinidade para Poly I:C,
com excecao da variante LpITLN2-C, que ndo demonstrou afinidade a Poly I:C.
Opondo-se a variante LpITLN2-F, que apresentou a maior afinidade a Poly I:C das
LpITLN2. Sugerindo que as intelectinas de piramboia reconhecam tanto

microrganismos bacterianos quanto virais.

Além das infeccBes bacterianas, as intelectinas estdo associadas com
condicbes fisiolégicas, como polispermia, desenvolvimento embrionario e
metabolismo do ferro (CHEN; LI; YANG, 2020). Mas também participam de
processos de dano ao tecido, doencas inflamatéria e pulmonar, obesidade e cancer
(CHEN; LI; YANG, 2020; CUI et al., 2023; LI et al., 2021; NONNECKE et al., 2022;
SINGRANG et al., 2022). Recentemente, Cui et al. (2023), que a intelectina de
Megalobramaambycephala(MalTLN), um tipo de sargo, aumentava a eficiéncia
fagocitaria dos macrofagos. E que LPS havia induzido a expressao da proteina
MalTLN, sugerindo que estava envolvida na resisténcia de macréfagos a patdgenos
(CUI et al., 2023).

Por fim, os transcriptomas da piramboia revelaramoutra familia de

lectinas.Foram identificadas e caracterizadas trés galectinas da piramboia, LpGal-1,
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LpGal-9 e LpGal. As galectinassdo membros da familia de lectinas que possuem a
capacidade de ligacdo a B-galactosideos, independente de Ca?*, durante a resposta
imune contra microrganismos patogénicos (TIAN et al., 2021; WU et al., 2021).Pode-
se classificar as galectinas com base em sua estrutura molecular. Desta forma,
existem trés tipos de galectinas: o0s prototipos com um unico CRD, as quimeras, que
apresentam um dominio rico em prolina e glicina na regido N-terminal e o tipo
repetida em tandem, contendo dois CRDsdistintos ligados por um peptideo (WU et
al., 2023). Por mais que estas proteinas ndo exibam peptideo sinal, elas podem ser
secretadas por uma via ndo classica (GANESHALINGAM et al., 2022).

A analise da sequéncia dagalectina depiramboia, membro da familia da
galectina-1, LpGal-1, revelou que a proteina possuia um CRD com importantessitios
de ligacdo ao carboidrato e que estes diferiam em mamiferos. O que pode
influenciar na sua capacidade de ligacdo e especificidade ao glicano. Isso é
corroborado com os resultados de docking molecular que demonstrou a capacidade
de LpGal-1 se ligar a lactose, mas mostrou maior afinidade para maltose e sacarose
que ndo sdo B-galactosideos. De acordo com Bonnardelet al.(2021), as lectinas
podem apresentar multivaléncia, podendo reconhecer diferentes carboidratos. Isso
porque esses carboidratos presentem nos bolsdes de ligacdo sdo muito importantes
para prever a funcdo destas proteinas.A tilapia do Nilo (Oreochromisniloticus)
também exibiu uma galectina protétipo que ndo apresentavam os residuos H e R no
sitio de ligacdo (NIU et al., 2021).

A estrutura tridimendional de LpGal-1 revelou a dobra de B-sanduiche comum
com duas folhas Bantiparalelas, exibindo os residuos no sitio de ligacdo. LpGal-1
forma ainda um homodimero por intermédio de interacdes ndo covalente entre suas
subunidades. Esse tipo de estrutura € comumente encontradoem outras galectinas
protétipos (NIU et al.,, 2021; ZHU et al., 2019).Segundo Liu eStowell(2023),
asgalectinasprototdpicas existem em equilibrio monémero-dimero com o estado

estacionario diferindo para cada galectina.

Diversas galectinas foram identificadas e caracterizadas, em varias espécies
de peixes, como receptores de reconhecimento padrédo por serem capazes de
reconhecer a porcdo do carboidrato associada a membrana do
patogeno(GANESHALINGAM et al., 2022; LIU et al., 2013; WU et al., 2023; ZHU et
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al.,, 2019). A galectina-1 da piramboia exibiu capacidade de reconhecer o0s
polissacarideos de membrana LPS e Poly I:C. LPS é um componente representativo
da membrana de bactérias, enquanto Poly l:Cassemelha-se a estrutura do RNA de
fita dupla, sendo, portanto, associado a infeccéo viral. A galectina-1 da carpa capim
(Ctenopharyngodonidella), um peixe de importancia econdmica de agua doce,
originario da China, demostrou capacidade de ligacdo ao LPSefoi significativamente
modulada pela infeccdo com LPS e Poly I:.C (ZHU et al., 2019). De igual forma, a
galectina da tainha vermelha (Liza hematocheila), um importante recurso pesqueiro
da Coreia do Sul, exibiu a capacidade de se ligar ao LPS e ao Poly I:C, de maneira
dose dependente. Esta proteina foi significadamentemodulada positivamente pela

infeccéo destas duas moléculas.

A galectina-9 foi outra galectina que foi identificada e caracterizada em nosso
trabalho. LpGal-9 € uma galectina do tipo repetida em tandem, onde os CRDs N-
terminal e C-terminal estdo conectados por um peptideo curto. Adicionalmente,
LpGal-9 mostrou possuir, em seus CRDs, os motivos conservados H-NPR e WG-
EERque estdo associados a interacdo especificaaos B-galactosideos(LIANG et al.,
2020). Embora estes motivos sejam conservados e estdo presentes no CRD das
maiorias das galectinas, existem diferencas de aminoacidos dentro dos motivos
entre diferentes espécies(ZHANG; JIANG; SUN, 2021). Estas variacbes podem
afetar na ligacdo com os carboidratos, seja inibindo a sua capacidade de ligacédo ao
glicano ou apresentando afinidade aglicanosnéo (3-galactosideos. O CRD N-terminal
da LpGal-9 apresentou os motivos de ligacéo classico, mas o CRD C-terminaltem os
motivos H-AVR e WG-EER.

A estrutura tridimensional de LpGal-9 demonstrou o carater heterodimérico da
proteina. O modelo previsto se assemelha ao de outras galectinas do tipo repetida
em tandem e a especificidade de ligagdo a carboidrato de ambos CRDs nao parece
ter sido afetada pela substituicdo ocorrida no CRD C-terminal, pois LpGal-9 mostrou
capacidade de ligacdo a lactose e a maltose. Ao contrario do relatado com a
galectina-8 humana, onde a substituicdo de histidina (H) em H-NPR por asparagina
(N) eliminava a capacidade de ligacgdo com o carboidrato (NISHI et al., 2003;
STOWELL et al., 2008), enquanto a substituicdo de arginina (R) em H-NPR por por
asparagina (N) resultou em perda da ligacéo de carboidrato pela galectina-9 humana
(MATSUSHITA et al., 2000).
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Além da capacidade de se ligar aos dissacarideos, LpGal-9 demonstrou
capacidade de se ligar aos polissacarideos de membrana LPS e Poly I:C, sugerindo
que essa proteina pode atuar na resposta inata a microrganismos
patogénicos.Relatorios anteriores demostraram que galectinas-9 de peixe sao
capazes de se ligar ao LPS e Poly I:C e podem ligar e aglutinar bactérias, impedindo
a infeccdo em peixes(LIANG et al., 2020; WANG et al., 2021; XU et al., 2022). Como
a LpGal-1, a galectina-9 da piramboia ndo apresentou peptideo sinal nem dominio

transmembranar.

De acordo com a analise in silico, a sequéncia de aminoacido de LpGal
demonstrou ser uma proteina monomérica, apresentando um CRD Unico que tem
residuos de ligacdo de acucar conservados. Trata-se de uma proteina relacionada a
galectina do tipo prot6tipo. A estrutura secundaria de LpGal exibiu uma configuracao
semelhante de LpGal-1, apresentando dobra em [B-sanduichecom folhas
antiparalelas, mas monomérica e ndo homodimérica como a galectina-1 da
piramboia. Ratificando a declaracdo de Liu e Stowell(2023) sobre o equilibrio

mondmero-dimérico e que foi mencionado acima.

Como as demais galectinas da piramboia, LpGaltanto mostrou capacidade de
se ligar a lactose quanto a sacarose, com maior afinidade para esta Gltima. Essa
multivaléncia esta associada as substituicdes que ocorrem nos motivos conservados
de ligacdo ao acucar. LpGal também demostrou capacidade de interagdo com LPS e
Poly I:C, semelhante a proteina B relacionada a galectina da tainha vermelha (Liza
hematocheila) (LIM et al., 2023). LhGal B demonstrou ser capaz de se ligar a ambos
os polissacarideos de membrana, quanto a infeccdo induzida por eles foi capaz de

modular a expresséo dessa proteina na tainha vermelha.
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6 CONCLUSAO

e No presente estudo, 12 genes de lectinas foram identificados e
caracterizados da piramboia;

e Foram modeladas as estruturas tridimensionais das proteinas
traduzidas destes genes, que demonstraram possuir CRDs
conservados;

e A capacidade de ligacdo a carboidratos foi verificada e todas as
proteinas exibiram capacidade de ligacdo ao acucatr;

e As proteinas também demonstraram capacidade de ligacdo aos
polissacarideos de superficie de patégeno;

e Este estudo sugere que as lectinas descritas podem desempenhar um

papel na defesa antimicrobiana.
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APENDICE 1 — SEQUENCIAS NUCLEOTIDEAS DAS LECTINAS

Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos de LpCTL-1

1 ATGAATTACCTGATACTGATGTCTGTACTCCTGGCTGCCTTTATT
N NY E T MS VLR A A BT

46 CCTGGTGGTGACACTGCAGATGGCTGTCTCTGTTATCAGGGGGAC
P GG DT ADGCLCY QGO

91 TGCTCATTTGGATGGTTCCAGTACAAGAATTCATGCTTTCGTCCC
C:S 'F G W F Q ¥ K. NS C/F R P

136 ATACAAATAAAAATGACATGGGTTAATGCTGAGGCCTACTGCCAA
I Q I KM TWVNATEA AYCQ

181 AGAAACTACTACGGAGCTCATTTGGCATCCATCCACAGTCTTGAA
R:'N Y Y G A H L A'S"IT HS L'E

226 GAAAATAACTACATTTATGAACTAATGGGTAGACCCAATGATTAC
E NNY I Y E L M GR P NDY

271 ATAAAAGGACAGGCTTACTGGATTGGATTACATGACACTTTTGTA
o€ G P V-8 L G L :H: D 5% B VW

316 GAGGGTGTTTTTATGTGGACTGATGGAAGTCCAGTGAACTTCCTA
E'GV F N NT D G 'S PV N F L

361 CGTTTTGGCAAAT AACCAGACAATCTTGGCAATGAAGATTAT
R FGKPBEOQP|D NLGNETD.Y

406 GTTGGGTCATGGTATTTCCAGAATGGTACTATTACCTGGAATGAC
V-G S N°Y IF QN GF X T W N D

451 TACAGTAGCAGATGGTCTTTCCCTTTTGTCTGCAAATATGACCTT
Yo & 8t R vW S B 2P: B M € K 2¥: 00 k&

496 CGAAGATGCTCTGTATACGCACCAATATTCTAA
RERCSSHIVEYERSPIET TR W

Sequéncia de nucleotideos e aminoacidos de LpCD302.



11 ATGCAGAAAGTGAAAAAGGCATCTGCACTGCTGTTTTGTTGGGGC

46

91

M Q KV KK ASAIL L F C W G

TGTTTTTATTTTGTATTCCATTGCCCTTCCGTTATGTGTTTAGAA
¢ F Y FV FHICPSVMCILE

TGTCCATCTGGGACTAAGATTTCATGGATATCGTATAACGAACAGA
C P S GTHKTI S WTI S5 Y K NR

TGTTATACTGTTTTGCGATGAATTTTCAAAACATTCCCTTGGTATA
c Yy TV L DEF S KHS L I

GAAGATGCAAGGGAACTCTGCAGAGCTTCAGCTTCCAGTGCTGAC
EDARELTCRASASSATD

CTTGTGAGTGTGAACAGTGAGGAAGAAAATGTGTTTTTAGTAAAC
L vs vV.NSEEEWNWVF L V N

ACTTACAGGACAAATTGGCAGGGACCTGAAGAAGTTTGGCTTGGC
T YRTNW®QGPETEWV WL G

ATGTTTTATGATACAGACACGGATAGTTTGAAATGGTTTGACAAC
Mm F Y DTDTUDS L KW F DN

TCAGAAGTGTCATATTCGAACTGGACTAAACAATACAGTGAAGAT
S EV S Y S N WTIKOQY S E D

TTGCCTCTTGCCGAGATATGTGCCGTCATTCATATCAAATCTGGA
L PLAETICAVTIUHTIZEKSG

31451 CACTGGAGCAAGGTGACAAGAAGGCTTTGA
32 H WS KVTRR RL ¥

Sequéncia de nucleotideos e de aminoacidoLpSELP

1 ATGATGAAGATTGTGTCGAGATTTACATTAAAAGACAGAACTCTA
M MKTIVSRFEFTTLIEKUDHRTL

46 GTGGACAGTGGAATGATGAACCTTGCACAAAAAAAGAAGGCTGCT
vV DSGeMMNLAQIKIKIKAA

91 CTGTGTTACACAGCTTCATGCAATTCCAGCTCTTGCAGTGGGCAT
LY T TASCMNSSSCSGH

136 GGAGAGTGTGTGGAACACATAAATAACCACAGCTGCATCTGCCAC
G ECVEHTIMNMNHSTICTITCH

181 GAAGGGTTTTATGGTCCCAAATGCGAACATGCTGTGGTCTGTAAC
EGFY GPKO CEHAVYVCHN

226 GCATTGGTGGAACCAGATAATCTGAATATGCAATGCTCCTCTCCC
AL VEPDNILMNMQCSSP

271 CTTGGTGATTTCCACTATGGCTCGGTCTGCAATTTCAGCTGTAAG
L GDFHYGSVCOCNFSCK

316 GAAGGATTCCTTCTGCATGGAGCAAATGAGATGCGATGCAGTGAA
EGFLLUHGANTEMMRTECSE

36l

486

451

496

541

586

631

TCTGGGACCTGGGATGGTGAACAACCCACATGCAAAGCTGTAAAC
S GTWDOGE®QPTTCKAWVN

TGTGGGGAACTTAAGCAGCCTGAAAATAGCTCTATGAATTGCTCC
C GELKQPEMNSZSMMNTCS

CATCCTAATGGAAACTTTTTTTATAATTCCACATGTTTATTCAAT
HPNGNFFYNSTT CTLTFEFN

TGCCCTGAGGGCTTCCAGCTCAGAGGATCAGAGAAACTCCATTGC
CPEGFQULRGSTEZKTLHTC

CTGTCTGAAGGAAATTGRAGCAATGAAATGCCTAAATGTGAAGGT
L SEGNWSMNEMPIEKTCTEA®G

AAGAAACATTCTCCAGTAGAAGTGTCTAAATTATCGGGACCAGGC
K KHSPVEVS KTLSSGPAG

CATATACTGTGA
H I L *

Sequéncia de nucleotideos e de aminoacido LpGal-1.

78



1 ATGGCAGAGATAAAGCATGCTACCTTAACTGACCTGGATCTGCGT

46

91

136

181

226

274

316

361

406

APENDICE 2 — ALINHAMENTOS DAS LECTINAS DA PIRAMBOIA

Alinhamentos de sequéncias da lectina do tipo C de piramboia com outras organismos. Os
residuos homaélogos estdo marcados em cinza escuro. O peptideo sinal esta destacado de amarelo,
os residuos responséaveis pela formacao das pontes dissulfeto, em verde e os sitios de glicosilacédo e
de ligacao de calcio marcados de azul e vermelho, respectivamente. O dominio de reconhecimento
de carboidratos esta sublinhado de preto e as cadeias a-hélices e folhasp sinalizadas acima da

sequéncia.

M A B! K HOA S LT Dk DY LR

CCAGGCACAGAGATTGAAGTTGAAGGATTTATAAAGCCTGACGCT
PG TE I E X E G F I Kk'P D A

CAAAGCTTTTCTGTAGAACTGGGAAAAAATGATGACACTGTTCTC
QS5 F S % E L G KN DD T VL

CTGAAATTCAATCCTTGTTTTGATTACAAGGGTGTTAAAAAGACA
L K F NP C F D Y 'K GV KK T

ACTGTGTGCAGCGCTATAATTAATGGAAATTCTGTCGCAGAACAG
T N &S AT I N @ NS V. A E Q

AACATCCAAAACTTTCCCTTTCAGCAAGGAATGTCAACCAAGATG
NIQNTFPTFIOQQGMSTEI KM

CTGTTCAAATTCAATGGTGCCGAAGGCGTCACTATAACATTTCCA
L E K FNGAE GV T ITEWP

AATAAAGATAAAATAACCTTCGCTAACCACACAACCATTTGGACA
N KD K I TFANHTTIMHWTIT

ATAACTTATATTACCATCCATGGTAACATCGATGTGAAATGCATC
2 T W M T M H RGN B DV K € oE

AGGATTCAGGACCAGTGA
R I Q D Q *
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Alinhamento de sequéncias de LpCTL-3 com estrela-do-mar,
Lepidosirenparadoxa, Patiriapectinifera, Pleurodeleswaltl,
Notechisscutatus.
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Alinhamento da sequéncia de piramboia, camundongo, humano e anuro de LpITLN2-B.
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Os residuos homoélogos estdo marcados em cinza escuro. O dominio semelhante ao fibrinogénio (FReD) esta
sublinhado de preto e as cadeias a-hélices e folhasp sinalizadas acima da sequéncia. Os residuos responsaveis
pela formagé&o das pontes dissulfeto estdo marcados em amarelo e os sitios de ligag&o a carboidrato e de ligacao
ao célcio estdo marcados de azul e vermelho, respectivamente.Lepidosirenparadoxa, Oncorhynchusmykiss, Mus
musculus, Homo sapiens e Xenopuslaevis.

Alinhamento de sequéncias de LpITLN2-C com camundongos, sapo e humana.
Lepidosirenparadoxa, Mus musculus, Xenopuslaevis e Homo sapiens.
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Alinhamento de sequéncias de piramboia LpITLN2-D com sapo,humana e camundongo.
Lepidosirenparadoxa,Xenopuslaevis, Homo sapiens e Mus musculus.
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Alinhamento de sequéncias de LpITLN2-F com peixe, camundongos, humana e anuro.
Lepidosirenparadoxa, Onchorhynchusmykiss, Mus musculus, Homo sapiens e Xenopuslaevis.
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