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RESUMO

Lectinas tipo-C ou CTLs sdo proteinas dependentes de Ca*, capazes de reconhecer
acucares especificos da superficie de células e causar sua aglutinacdo. Estas proteinas podem
estar associadas ao sistema imune, funcionando como proteinas de reconhecimento padrdo
(PRPs) que se ligam a padrdes moleculares especificos associados a patégenos (PAMPs), os
quais estdo presentes em muitos vertebrados e invertebrados. Usualmente, as CTLs sdo
compostas por diferentes subunidades proteicas e possuem um Unico dominio de
reconhecimento de carboidratos (CRD) por subunidade. O objetivo deste estudo foi o de
detectar, clonar e sequenciar, através de técnicas de biologia molecular, uma lectina da
hemolinfa da vieira Nodipecten nodosus, espécie de importancia comercial no litoral de Santa
Catarina. Através de iniciadores especificos desenhados a partir da lectina AiCTL1 de
Argopecten irradians, disponivel em bancos gé€nicos publicos, foi possivel amplificar, clonar
e sequenciar parcialmente o cDNA correspondente a uma lectina tipo-C (CTL), que foi
denominada de NnCTL. A expressao desta proteina foi investigada em vieiras desafiadas com
componentes da parede de microorganismos (LPS e f-1,3 glicanas) e vieiras ndo desafiadas.
Sequéncias génicas parciais correspondentes a esta proteina foram amplificadas em ambos os
tratamentos, sugerindo que a produ¢do de NnCTL se dd de forma constitutiva. A sequéncia
parcial da NnCTL apresentou 88% de identidade com a AiCTL1 (BlastX). A sequéncia
aminoacidica parcial deduzida da NnCTL obtida contém 118 aminodcidos, dos quais 117
fazem parte de seu CRD, e que representa cerca de 70% da lectina completa AiCTL1. Foram
identificadas quatro cisteinas no CRD da NnCTL, sendo duas implicadas na formacdo de
pontes internas de dissulfeto e duas cisteinas adicionais localizadas préximas a regido N-
terminal da molécula. Assim como a AiCTL1, a NnCTL contém apenas um motivo QPD
(GIn-Pro-Asp) de ligacdo ao carboidrato D-galactose, sugerindo sua afinidade por esse agucar.
Durante este estudo tentou-se obter a sequéncia completa da NnCTL através da técnica
RACE, porém nao obtivemos sucesso até o momento. Estratégias alternativas serdo utilizadas

na tentativa de completar a sequéncia de NnCTL.

Palavras-chave: proteinas de reconhecimento padrdao; PRP; lectinas tipo-C; CRD;

Nodipecten nodosus; vieiras
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1. INTRODUCAO

O sistema imune dos organismos multicelulares evoluiu sob uma pressdao seletiva
imposta pelos microorganismos, resultando no desenvolvimento de diversos mecanismos de
defesa, os quais sdo ativados por infec¢des e protegem o hospedeiro por meio da destrui¢io de
patégenos invasores e neutralizacdo de fatores virulentos (MEDZHITOV; JANEWAY, 1997).

Os moluscos, assim como outros invertebrados, contam apenas com um sistema imune
intato ou natural, diferentemente dos vertebrados que possuem, além deste, um sistema
adaptativo ou adquirido. O primeiro, filogeneticamente mais antigo e considerado mais
simples, € encontrado em todos os organismos multicelulares. Ja o sistema imune adaptativo é
mais recente e ocorre apenas nos vertebrados. Este se caracteriza pela presenca de uma
infinidade de receptores e anticorpos especificos e ainda células de memdria, que garantem
uma resposta de defesa rdpida, eficiente e altamente especifica, principalmente numa segunda
infec¢do pelo mesmo patégeno. O sistema adaptativo deriva basicamente da linhagem celular
linfocitica, que ocorre exclusivamente nos vertebrados e que se encontra na base das respostas
imunoldgicas especificas. Sua auséncia nos invertebrados inviabiliza qualquer tentativa de
desenvolvimento de vacinas, na concepc¢ao cldssica da palavra, diminuindo assim de forma
substancial a possibilidade de se prevenir e controlar doencas nestes animais (BARRACCO;
DA SILVA, 2008).

O sistema imune inato dos moluscos estd intimamente relacionado ao seu sangue ou
hemolinfa, que consiste em uma fracdo celular representada pelas células circulantes, ou
hemdcitos, e em uma fracdo liquida constituida pelo plasma e os fatores humorais nele
dissolvidos. As respostas imune celulares e humorais atuam de forma integrada em moluscos,
protegendo-os da invasdo de microorganismos e parasitas, garantindo sua integridade
corporea (VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001; BARRACCO; DA SILVA, 2008).

Quando a integridade corpérea do molusco € rompida pela invasdao de
microorganismos, varios mecanismos imunoldgicos sdo desencadeados com o objetivo de
contornar e limitar a infec¢do. Os hemdcitos constituem a primeira linha de defesa contra
invasores, e suas respostas imunes celulares incluem a fagocitose de microorganismos, a
formacdo de nddulos e cdpsulas celulares em torno de particulas estranhas e sua posterior
destruicio ou neutralizacdo pela producdo de moléculas tdéxicas, microbicidas e/ou

degradativas, como enzimas hidroliticas, espécies reativas de oxigénio (EROs) e nitrogénio
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(ERN) e as proteinas ou peptideos antimicrobianos (PAMs) (VARGAS-ALBORES;
BARRACCO, 2001; BARRACO; DA SILVA, 2008).

Um dos primeiros e mais importantes passos no estabelecimento de uma resposta
imunolégica nos moluscos é o reconhecimento do agente invasor, que acontece por meio de
proteinas capazes de reconhecer eficientemente, desencadear e amplificar a resposta imune
contra uma grande variedade de invasores (BARRACO; DA SILVA, 2008). Essas proteinas,
que podem ser secretadas para o plasma ou encontrarem-se inseridas nas membranas celulares
dos hemocitos, sdo chamadas de PRPs (proteinas de reconhecimento de padrdes) por
reconhecerem e se ligarem a padrdes moleculares especificos associados a patdgenos
(PAMPs). Os PAMPs sdo estruturas moleculares essenciais a sobrevivéncia dos
microorganismos e mutacdes afetando essas estruturas podem lhes ser fatais. Desta forma, os
PAMPs nao desenvolveram muita variabilidade durante o processo evolutivo, o que implicou
em seu compartilhamento em grandes grupos de patégenos. Sendo assim, um receptor que
reconheca um determinado PAMP € capaz de detectar a presenga de qualquer patégeno que
possua este mesmo PAMP (MEDZHITOV; JANEWAY, 1997).

Os principais PAMPs de invertebrados sdao os lipopolissacarideos (LPS) da superficie
das bactérias Gram-negativas, as peptidoglicanas (PGs) da parede das Gram-positivas, as f-
1,3-glicanas da superficie de fungos e o RNA dupla fita de virus (dsRNA) (LEE;
SODERHALL, 2002). Nenhum desses compostos é produzido pelos hospedeiros, e todos sdo
essenciais a fisiologia e sobrevivéncia de seus respectivos microorganismos (MEDZHITOV;
JANEWAY, 1997).

A grande maioria dos PAMPs supracitados € constituida por carboidratos e sdo
reconhecidos por PRPs capazes de discrimind-los especificamente. As principais PRPs de
invertebrados s@o: a PGRP (do inglés: peptidoglycan recognition protein), que reconhece
peptidoglicanas da parede de bactérias Gram-positivas, a LBP (do inglés: LPS binding
protein), a fGBP (do inglés: S-1,3-glucan binding protein) e a LGBP (do inglés: LPS or/and
p-1,3-glucan binding protein), que reconhecem LPS de parede de bactérias Gram-negativas
e/ou B-1,3-glicanas de parede de fungos, e, diferentes lectinas que reconhecem e se ligam a
diferentes acucares especificos da superficie celular de patégenos (ver revisdo: LEE;
SODERHALL, 2002).

Dentre as diferentes PRPs, as lectinas alcangam especial destaque por serem um grupo
de proteinas ou glicoproteinas de ocorréncia constitutiva ou induzida no plasma dos
moluscos, sem atividade catalitica, com capacidade de se ligar a actucares especificos

presentes na superficie de diferentes células causando sua aglutinacao. Esta reac¢do ocorre pelo
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fato das lectinas serem moléculas bivalentes, ou seja, possuem no minimo dois sitios de
ligacdo para carboidratos especificos da superficie celular de microorganismos (MARQUES;
BARRACO, 2000; BARRACCO; DA SILVA, 2008). Lectinas, identificam geralmente os
monossacarideos para os quais tem afinidade em posi¢des terminais na cadeia de carboidratos,
porém os subterminais frequentemente influenciam nesta ligacio (ARASON, 1996). Essa
interacdo entre lectinas e carboidratos estd envolvida em vérias reagdes imunoldgicas, como
na adesdo celular, na opsonizacdo dos microorganismos invasores, na formacdo de nédulos
hemociticos (ver revisdes: LEE; SODERHALL, 2002; BARRACCO; DA SILVA, 2008) e
participacdo no processo de encapsulamento e melanizacdo de parasitas (LING; YU, 2006).

A especificidade das lectinas é determinada pelo tipo de carboidrato ao qual ela mostra
maior afinidade, mas a maioria das lectinas consideradas especificas para um determinado
monossacarideo pode também se ligar, embora com menor afinidade, a outros carboidratos
estruturalmente relacionados. Lectinas de invertebrados sdo geralmente especifivas para
manose, galactose, glicose, lactose, fucose, acidos sidlicos e glicoproteinas do tipo mucina
(MARQUES; BARRACCO, 2000).

Do ponto de vista estrutural, as lectinas animais podem ser divididas em no minimo
quatro superfamilias de acordo com seu dominio de reconhecimento de carboidratos ou CRD
(do inglés: carbohydrate-recognition domain) que é altamente conservado em cada familia
(SHARON; LIS, 2004): lectinas tipo-P, cujo CRD ¢é especifico para manose-6-fosfato (do
inglés: mannose-6-phosphate); lectinas tipo-C cuja designacdo se refere ao fato de serem
dependentes do fon Ca’*; galectinas, assim chamadas por se ligarem a p-galactosideos; e
pentraxinas, que sao compostas por cinco subunidades idénticas dispostas em configuracao
pentamérica ciclica (vide revisao de MARQUES, BARRACCO, 2000).

As lectinas tipo-C ou CTLs (do inglés: C-type lectins) podem ser especificas para
varios carboidratos, mas todas t€m sua atividade dependente de cations divalentes, em
especial o cédlcio. Podem ser encontradas no soro, matriz extracelular e nas membranas
celulares. Possuem um ndmero varidvel de subunidades, com tamanho aproximado de 15 kDa
(em invertebrados) e em sua maioria um unico CRD por subunidade. O CRD das lectinas
tipo-C contém usualmente duas regides arhélices, duas folhas-f e alguns loops moleculares.
O motivo de ligagdo a carboidratos encontra-se em um desses loops, e € fortemente associado
a dois sitios de ligacdo a célcio, os quais sdo essenciais para a ligacdo do carboidrato. As
diferentes especificidades sdo causadas por pequenas variagdes estruturais neste motivo de
ligacdo (vide revisaio ARASON, 1996). As CTLs que apresentam o motivo EPN (Glu-Pro-

Asn) ou o motivo EPD (Glu-Pro-Asp), ligam-se especificamente através destes motivos
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moleculares 2 manose (ou qualquer outro acucar similar que tenha 3-OH e 4-OH equatorial),
enquanto que as CTLs que contém o motivo QPD (GIn-Pro-Asp) na mesma posi¢do exibem
especificidade para galactose (ou outro actcar similar com 3-OH axial e 4-OH equatorial)
(WEIS et al., 1998; LIU et al., 2007).

Lectinas, em especial as CTLs ja foram descritas em varios bivalves como em ostras
(Crassostrea gigas, Crassostrea virginica ¢ Pinctada fucata martensii) e mexilhdes (Mytilus
edulis e Crenomytilus grayanus) (ver revisdes de VARGAS-ALBORES; BARRACCO, 2001;
BARRACCO, DA SILVA, 2008).

Em pectinideos também ja foram descritas CTLs. A vieira Chlamys farreri é uma
espécie amplamente cultivada na China e de grande importancia econdmica, alcancando por
volta de 75-80% da producdo chinesa de vieiras. No entanto, desde 1997 mortalidades
macicas de verdo vem ocorrendo, resultando em perdas dramadticas para a aquicultura local.
Desde entdo, muitas pesquisas na China t€ém sido dedicadas a um maior entendimento do
sistema imune desta vieira, o que poderia contribuir para o desenvolvimento de novas
estratégias de controle de doencgas, garantindo a sustentabilidade da cultura de vieiras a longo
prazo (WANG et al.,, 2007; QIU et al., 2007). Neste contexto, foram identificadas
recentemente em C. farreri quatro CTLs por abordagem molecular, que foram denominadas
de CfLec-1 (WANG et al., 2007), CfLec-2 (ZHENG et al., 2008), CfLec-3 (ZHANG et al.,
2009a) e CfLec-4 (ZHANG et al., 2009b). Também na vieira Argopecten irradians, espécie
nativa da costa dos Estados Unidos que foi introduzida na China em 1982, foram identificadas
duas CTLs por abordagem molecular, denominadas Ai Lec (ZHU et al., 2008a) e AiCTL1
(ZHU et al., 2008Db).

No Brasil, a espécie Nodipecten nodosus apresenta grande potencial para a aquicultura
devido a suas caracteristicas zootécnicas, como rapido crescimento e alto valor comercial
(RUPP; BEM, 2004; RUPP; PARSON, 2006). N. nodosus habita as dguas superficiais do
Oceano Atlantico desde o Caribe na América Central até a costa de Santa Catarina no Brasil.
No litoral brasileiro, a espécie é conhecida popularmente como “vieira”, “pata-de-ledo”,
“concha da Shell” ou mesmo “coquille” e constitui o maior pectinideo do litoral brasileiro,
sendo comercializada a um custo de aproximadamente R$ 35 a dizia, podendo alcangar R$ 50
em outros estados. J4 as demais espécies nativas sdo de pequeno tamanho ou ocorrem em
nimero muito reduzido (BERNADINO, 2007; DALLANHOL, 2007).

Ao contrdrio de outras espécies de vieira (Pecten maximus, Placopecten
magellanicus, A. irradians, entre outros) que se agregam em bancos, o que é de alto valor

econdmico, N. nodosus ndo € uma espécie gregdria. Os individuos de N. nodosus sdo
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usualmente encontrados distantes uns dos outros, sendo que grupos de até trés ou quatro
animais ja foram observados, algumas vezes mesmo dentro de cavernas (RUPP; PARSON,
2006). Assim sendo, a tnica forma de explorar comercialmente a vieira N. nodosus € através
do seu cultivo, haja visto a escassez de suas populagdes naturais, decorrente da intensa
captura predatéria durante muitos anos, o que inviabiliza sua extracdo em grande escala
(PEREIRA, 2000).

O estado de Santa Catarina é atualmente o segundo maior produtor de N. nodosus a
nivel nacional (atrds apenas do estado do Rio de Janeiro) apesar de seu cultivo ainda esbarrar
em diversos obstdculos tecnoldgicos, principalmente em relacdo a producdo de sementes, ja
que as larvas de pectinideos sdo muito sensiveis as condi¢des de cultivo, estando também
sujeitas a mortalidades causadas por contaminacdes de origem bacteriana, principalmente do
género Vibrio (BERNADINO, 2007). Embora o cultivo de N. nodosus ainda seja incipiente
no litoral de Santa Catarina, este ji se encontra em fase comercial (EPAGRI - Empresa de
Pesquisa Agropecudria e Extensdo Rural de Santa Catarina). Pesquisas com este pectinideo
vém auxiliando na consolida¢do e otimizacao da atividade, que por sua vez vem promovendo
um importante desenvolvimento econdmico e social para esta regidao e vem aumentando a
diversificacio dos produtos da malacultura catarinense (BERNADINO, 2007).

De acordo com a EPAGRI a producdo estadual de N. nodosus em 2008 cresceu 1,30%
em relacdo a 2007, passando de 3,08 toneladas para 3,12 ton. Porém, cabe ressaltar que a
producdo estadual de vieiras em 2008 ocorreu apenas em Porto Belo (2.88 ton) e Penha (0,24
ton). Houve na verdade um crescimento de quase 14% na produgao estadual de vieiras, mas o
excesso de chuvas no més de novembro de 2008 causou uma significativa queda na salinidade
das 4guas costeiras. Como tanto os juvenis quanto os adultos de N. nodosus sdo altamente
susceptiveis a baixa salinidade, houve uma grande perda no total da produgdo, sendo que
Governador Celso Ramos foi o municipio que apresentou a maior mortalidade, estimada em
24 toneladas, seguido por Floriandpolis com uma perda estimada em 6,4 toneladas
(EPAGRI).

Em trabalho anterior, Schleder et al. (2008) detectaram uma atividade aglutinante na
hemolinfa de N. nodosus através de ensaios de hemaglutinacdo usando diferentes eritrcitos
de vertebrados. Os resultados obtidos sugeriram a presenca de pelo menos duas lectinas
parcialmente dependentes de célcio, diferentemente de outros bivalves onde as lectinas
geralmente sdo altamente dependentes de cdlcio. As lectinas de N. nodosus apresentaram forte

afinidade pelos monossacarideo D-galactose e principalmente por 4cido sidlico e
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sialoconjugados, além de possuirem uma pequena afinidade pelos monossacarideos D-manose
e L-fucose (SCHLEDER et al., 2008).

No presente trabalho, que representa uma continuacdo do trabalho de Schleder et al.
(2008), procurou-se identificar por abordagem molecular uma lectina tipo-C (CTL) na
hemolinfa de N. nodosus com base na sequéncia da lectina AiCTL1 de A. irradians disponivel
em bancos de dados publicos. O trabalho visou ainda avaliar se a expressdo gé€nica dessa
lectina ocorre de forma constitutiva ou induzida, utilizando-se vieiras desafiadas com

componentes da parede de bactérias e fungos.
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2. OBJETIVOS

2.1. Objetivo Geral

Detectar, clonar e sequenciar uma lectina da hemolinfa da vieira Nodipecten nodosus,
contribuindo assim, para um maior conhecimento do sistema imune desta espécie nativa de

grande valor comercial no Brasil.

2.2. Objetivos Especificos

1. Detectar a expressao do RNA mensageiro (mRNA) de uma lectina tipo-C nos hemocitos
da vieira por RT-PCR, utilizando iniciadores especificos desenhados a partir da sequéncia
génica de uma lectina (AiCTL1) da vieira Argopecten irradians disponivel em bancos de

dados publicos.

2. Determinar se a expressdao desta lectina ocorre de forma constitutiva (vieiras nao
desafiadas) ou se € induzida por patégenos (animais desafiados com componentes de

superficies microbianas).

3. Clonar e sequenciar o gene codificante para a lectina da vieira.

4. Analisar e comparar as sequéncias génicas obtidas com sequéncias ja descritas para outros
animais utilizando ferramentas de busca (BlastP e Blast X)em bancos de dados publicos

(GenBank).

5. Contribuir para uma maior compreensdo do sistema imune inato da vieira N. nodosus,
visando gerar novas ferramentas para o monitoramento e prevencao de infeccdes nestes

animais.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. Material Biologico

Foram utilizadas, neste estudo, vieiras adultas da espécie Nodipecten nodosus (Linné,
1758) (Fig. 1), medindo de 70 a 80 mm de altura, obtidas com a colaboracdo do Laboratério
de Cultivo de Moluscos (LMM) do Departamento de Aquicultura da Universidade Federal de
Santa Catarina (UFSC). As vieiras foram transportadas para o Laboratério de Imunologia
Aplicada a Aquicultura (LIAA/UFSC) onde foram mantidas por 12h em aqudrios contendo

dgua do mar filtrada antes de sua utilizacdo nos experimentos.
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2,0 cm

Figura 1: Exemplares adultos da espécie de vieira Nodipecten

nodosus (tamanho natural). A seta indica o musculo adutor.

3.2. Desafio das Vieiras e Coleta de Hemolinfa

Um total de 10 vieiras N. nodosus foram utilizadas para extracdo de RNA total a partir
da hemolinfa (hemdcitos). Metade dos animais (n=5) foi desafiada individualmente com
componentes da superficie de microorganismos. O desafio foi realizado através da injecdo
(seringa estéril de 1 ml) de 100 ul de uma solugdo contendo f-glicanas de fungos (10 pg
mL™") e LPS de bactérias Gram-negativas (1 pg mL"' ambos dissolvidos em agua MilliQ) no
musculo adutor liso das vieiras (grupo desafiado ou D). Os outros cinco animais serviram de
grupo controle (grupo ndo desafiado ou ND), ndo recebendo tratamento algum. A hemolinfa
de ambos os grupos foi extraida, 12 h apds o desafio, a partir do muisculo adutor em presenca
de uma solu¢do antiagregante ou MAS (solu¢do de Alsever modificada: citrato de sédio 27
mM, cloreto de sédio 336 mM, glicose 115 mM, EDTA 9 mM, pH 7,0). Os hemdcitos de
cada pool de vieiras (n=5) foram isolados por centrifugacdo (800 x g por 10 min a 4°C) e

utilizados imediatamente para extracdo de RNA.
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3.3. Extracao de RNA Total e Sintese de cDNA

O RNA total dos hemdcitos foi extraido em TRIzol® (Invitrogenm) de acordo com as
instrucdes do fabricante. A concentracdo e a pureza das amostras foram avaliadas em
espectrofotometro WPA Biowave II (Azg0/280 > 1,8). Para obtencao da primeira fita de cDNA,
1 ug do RNA total foi reversamente transcrito utilizando-se a enzima SuperScript® 1l reverse
transcriptase (Invitrogen' ) na presenca de 0,4 mM de cada dNTP (Invitrogen ), tampdo (250
mM Tris-HCL, 375 mM KCl, 15 mM MgCl,) e um iniciador oligo (dT),ec-anchor (Tabela 1),
direcionado para a regido da cauda poli(A) dos mRNA. Na extremidade 5’ desse iniciador
oligo (dT);s encontra-se um segmento adaptador (anchor) de sequéncia conhecida, estando
presente em todas as fitas de cDNA recém sintetizadas. A integridade do cDNA foi avaliada
pela amplificagdo concomitante de uma sequéncia codificadora para a proteina intracelular

actina, através de iniciadores especificos (Tabela 1).

3.4. Amplificacdo das Sequéncias de cDNA

A amplificacdo da sequéncia de cDNA correspondente a lectina tipo-C foi realizada
em presenca de iniciadores especificos desenhados a partir de uma unica sequéncia gé€nica
codificante para uma lectina tipo-C da vieira Argopecten irradians (nimero de acesso no
GenBank EU277646.1) e denominados AiCTLI1-F2/R2 (ZHU et al., 2008b) (Tabela 1). A
amplificacdo das sequéncias foi realizada por PCR (BIOCYCLE®) na presenca de 1 ul de
cDNA, 0,4 uM de cada iniciador, 1 U da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogenm), 0,2 mM
de cada dNTP, 1,5 mM de MgCl, e 1X tampao (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCI). As
condig¢des utilizadas foram: desnaturacdo a 94°C por 10 min; 35 ciclos de amplificacdo de
94°C por 1 min, 56°C por 1 min e 72°C por 1 min, seguido de uma extensao final de 10 min a
72°C. Os produtos de PCR foram examinados por eletroforese em gel de agarose 1,2% corado

com brometo de etideo em dgua destilada (0,01%).
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Tabela 1. Nome e sequéncia dos iniciadores utilizados no presente trabalho

Nome do iniciador Sequéncia 5’ - 3’
AVI1-Fw TAATCCACATCTGCTGGAAGGTGG
AV2-Rv TCACCAACTGGGATGACATGG
AiCTLI1-F2 TACGTGTCCTTCAGGTTGGATC
AiCTL1-R2 CTCCACACCAGATTGTTGTCA
Oligo (dT)i¢-anchor GACCACGCGTATCGATGTCGAC (T)16V
M13-Fw TGTAAAACGACGGCCAGT
M13-Rv CAGGAAACAGCTATGACC
NnLec-Fw GCGGAGGCTGACTGTAGGAAACACAGT
NnLec-Rv GTCGTTACCTCCGAGCCAGAAATGACCG

V: A/IC/IG

3.5. Clonagem e Sequenciamento dos Insertos

Para a clonagem foi utilizado o TOPO® TA Cloning® Kit (Invitrogen ). Os produtos
de PCR de tamanho esperado (aproximadamente 357 pb) foram ligados a um vetor plasmidial
pCR® 2.1-TOPO® (Invitrogen®) utilizando-se a enzima 74 DNA ligase. Estes plasmidios
foram utilizados para transformar, através de choque térmico, bactérias competentes
previamente preparadas Escherichia coli One Shot TOPIO (Invitrogen ). Ap6s
transformagdo, as bactérias foram repicadas para um meio dgar LB na presenca de X-GAL
(20 pg/ml) e antibidtico (ampicilina — 100 pg/ml) e mantidas a 37°C por 24 h para
crescimento. As coldnias positivas, contendo potencialmente o gene codificante para a lectina,
foram selecionadas e repicadas para crescimento em um novo meio dgar LB com antibiético
(ampicilina - 100 pg/ml) por mais 24 h a 37°C.

A comprovagdo da presenca dos insertos nos plasmidios recombinantes foi realizada

através de amplificac@o do inserto por PCR, diretamente das coldnias de bactérias, utilizando
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os iniciadores especificos AiICTL1-F2/R2 ou do vetor de clonagem ou plasmidial M13-Fw/Rv
(Tabela 1). A PCR ocorreu na presenca de parte da colonia bacteriana de interesse, 0,4 uM de
cada iniciador, 1 U da enzima Tag DNA polimerase (Invitrogenm), 0,2 mM de cada dNTP, 1,5
mM de MgCl, e 1X tampao (200 mM Tris-HCI, 500 mM KCl), num volume final de 10 ul.
As condicdes de amplificagdo foram as mesmas utilizadas para a amplificacdo da sequéncia
génica da lectina e a confirmacdo foi feita através de gel de agarose como previamente
explicado. Ap6s confirmagdo, as colonias transformadas tiveram seus plasmidios
recombinantes extraidos através de lise alcalina. Os plasmideos foram entdo preparados para
sequenciamento no sequenciador MegaBace 1 000° DNA Analysis System (GE Healthcare®)
do Laboratério de Protozoologia (LP) do Departamento de Microbiologia, Imunologia e

Parasitologia da UFSC.

3.6 Analise das Sequéncias Génicas

As sequéncias nucleotidica e aminoacidicas deduzidas foram confrontadas e
analisadas utilizando-se algoritmos BLAST (Basic Local Aligment Seach Tool)
[http://www.ncbi.nim.nih.gov/blast] (ALTSCHUL et al., 1997) a fim de comparar as
similaridades com sequéncias nucleotidicas (BLASTX) e protéicas (BLASTP) de lectinas de
outros animais. A obten¢do (tradugdo) e andlise das sequéncias aminoacidicas deduzidas
foram estimadas utilizando-se ferramentas virtuais do ExPASy Proteomics (Expert Protein
Analysis System) [http://us.expasy.org/tools], do Instituto Suico de Bioinformética. Os
alinhamentos multiplos das sequéncias nucleotidicas e aminoacidicas traduzidas foram

realizadas utilizando-se o software virtual CLUSTALW [http://www.ebi.ac.uk/clustalw].

3.7. Obtencao da Sequéncia Génica Completa da Lectina Tipo-C Através da
Técnica RACE (do inglés: rapid amplification of cDNA ends)

Na tentativa de se obter a sequéncia completa da lectina, foi utilizado o kit Smart™
RACE ¢DNA Amplification Kit (Clontech), que permite sintetizar fitas completas de cDNA a

partir de sequéncias parciais ja conhecidas, conforme as instru¢des do fabricante. Utilizando o



24

cDNA sintetizado e os iniciadores especificos para lectina, foram feitas PCRs na tentativa de

amplificar a molécula completa.

3.7.1 Purificacdo do DNA

Para a obteng¢do de bandas unicas, utilizamos o GFX PCR DNA and Gel Band
Purification Kit (GE Healthcare) de acordo com as instru¢des do fabricante, a fim de purificar
o DNA a partir de uma banda de tamanho esperado, extraida do gel de agarose. O DNA

purificado foi utilizado na ligacdo com o vetor e em seguida foi feita a clonagem.

3.7.2. Desenho dos iniciadores

A fim de otimizar a técnica do RACE, a qual tem um melhor desempenho com
iniciadores com cerca de 28 nucleotideos e temperaturas 6timas de anelacdo em cerca de
70°C, foram desenhados novos iniciadores especificos a partir da sequéncia nucleotidica

parcial obtida, os quais foram denominados NnLec-Fw/Rw

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O cultivo de vieiras da espécie N. nodosus vem crescendo nos ultimos anos no litoral
de Santa Catarina e vem constituindo uma importante fonte de renda principalmente para a
populacdo local. No entanto, N. nodosus € uma espécie que necessita de intenso manejo
devido a dificuldades de seu cultivo. A identificacdo e caracterizacdo de genes do sistema
imune desta espécie permitiriam melhor compreender seus mecanismos de defesa, auxiliando
no desenvolvimento de melhores estratégias de controle de doengas e contribuindo, assim,
para uma maior sustentabilidade dos cultivos.

Como citado anteriormente, as lectinas do tipo-C (CTLs) sdo capazes de se ligar a
carboidratos especificos e possuem importante papel em diversas respostas imunes de

invertebrados, incluindo a aglutinacdo e opsonizacdo de microorganismos (SIERRA, et al.,
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2005; LUO et al., 2006), atividade antibacteriana (SCHRODER et al., 2003) e participacao no
processo de encapsulamento e melanizacao de parasitas (LING; YU, 2006).

No que se refere a vieira N. nodosus, a ocorréncia de lectinas parcialmente
dependentes de cdlcio em sua hemolinfa foi apenas muito recentemente relatada em nosso
laboratério. Como mencionado anteriormente estas lectinas mostraram-se especificas para D-
galactose e sialoconjugados (SCHLEDER et al., 2008). Neste estudo, que representou uma
continuidade do trabalho de Schleder et al. (2008), buscou-se detectar e caracterizar pelo
menos uma lectina da hemolinfa de N. nodosus, por abordagem molecular, utilizando
iniciadores especificos desenhados a partir da sequéncia nucleotidica da lectina tipo-C
(AiCTL1) de A. irradians. Com base nesta abordagem foi possivel amplificar uma sequéncia
de cDNA de tamanho esperado (357 pb) em ambos os grupos (desafiado e ndo desafiado)

como mostra a Figura 2.

Figura 2: Eletroforese em gel de agarose (1,2%) corado
com brometo de etidio, mostrando a amplificagdo de
bandas de cerca de 357 pb, indicada pelas setas
vermelhas, correspondendo a lectina tipo-C de N.
nodosus. 1: marcador de peso molecular (escala 100 pb);
2: ¢cDNA de N. nodosus (D); 3: cDNA de N. nodosus
(ND)

Por escolha arbitraria decidiu-se utilizar o grupo ND para realizar a clonagem. O
produto amplificado foi entio clonado em E. coli (One Shot TOPIO0, Invitrogen ) e

sequenciado. As sequéncias foram entdo confrontadas e analisadas através do programa
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BLAST (NCBI). Os resultados mostraram que o produto amplificado correspondia a uma
sequéncia parcial de uma lectina tipo-C, que incluia o dominio de reconhecimento de
carboidratos (CRD) quase completo. As sequéncias nucleotidica e aminoacidica deduzida da
lectina de N. nodosus, anotada como NnCTL, estdo representadas na Figura 3.

A sequéncia aminoacidica parcial deduzida da NnCTL apresentou 88% de identidade
(BLASTX) com a AICTL1 de A. irradians (ZHU et al., 2008b). Essa alta identidade era
esperada, uma vez que sua sequéncia foi obtida a partir de iniciadores especificos desenhados
para a AiCTL1 de A. irradians. A NnCTL obtida contém 118 aminodcidos (dos quais 117
fazem parte de seu CRD) e representa cerca de 70% da lectina completa descrita em A.
irradians (Fig. 4). A NnCTL abrange a quase totalidade do CRD (90%) com base no CRD da
AiCTLI1 de A. irradians.

Outra assinatura molecular tipica da familia das lectinas tipo-C, € a presenca de
cisteinas, implicadas na formacgdo de pontes de dissulfeto. Foram encontradas 4 cisteinas na
NnCTL, sendo duas implicadas na formacdo de pontes internas de dissulfeto (Cys30 e CyleS)

e duas cistefnas adicionais localizadas préximas a regido N-terminal (Cys* e Cys') da

molécula (Figs. 3 e 4), com base na sequéncia da AiCTL1 (ZHU et al., 2008).

1 tacgtgtccttcaggttggatcgagtttaaccaagaatgettttggtttgggteatccaa &0
T § P s 6 W I EFNGQEPRTFWFG S 5 K 20

61 gaagacgtggaatgatgcggaggctgactgtaggaaacacagtagectacctgaccacaga 120
21 K T W N D A E A D E R K H 5§ 8§ ¥ L T T D 40

121 «cgataatctagaaaagcacaacttcttgaaagtatacctcaacatattccactcctggaa 180

41 D N L E K HENUVFUL KWV Y L NI FH 8 W K 60

181 gctcggtcatttctggctocggaggtaacgacttggctgtagagaaccattggegttggtt 240
61 L G H F WL G G ND LAYV ENUHWURW F 80

241 cgaatctggttcggggataggatccacaacgttctgggacgtaggccageccgacggtaa 300
81 E 8 G 8§ 6 I 6 8§ T T F WD V G IQ P DI G N 100
e——

301 caactccgctaactgtatgtocttoctatatgaatgctgacaacaatctggtgtggag
101 N § A N ﬂ M &8 F ¥ M N A D N N L V W

Figura 3: Sequéncias nucleotidica e aminoacidica deduzida da lectina tipo-C de N. nodosus

(NnCTL). O dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) esta sublinhado, os dois
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residuos de cisteina implicados na formagao de pontes de dissulfeto estdo destacados em azul.
Os dois residuos de cisteina adicionais da regido N-terminal estdo destacados em preto e o

motivo QPD (GIn-Pro-Asp) que se liga a galactose estd contornado.

A sequéncia aminoacidica da NnCTL (BLAST P) mostrou ainda similaridade com
sequéncias de CTLs de varios outros grupos de animais, como a CTL da ostra Crassostrea
gigas (41%), do robalo Dicentrarchus labrax (35%), da perca amarela Perca flavescens
(35%) e do Homo sapiens (32%), entre outras. Todas essas lectinas contém pelo menos um
CRD, com quatro residuos de cisteina conservados, envolvidos na formac¢dao de duas pontes
de dissulfeto, além dos dois residuos adicionais de cisteina na posicao N-terminal.

No alinhamento entre as sequéncias aminoacidicas da CTL de N. nodosus (parcial) e a
sequéncia AiCTL1 ndo se observou nenhum gap. Dos 118 aminodcidos da NnCTL, 105 sdo

idénticos aos da AiCTLI1, 4 sdo muito similares e apenas 4 sdo pouco similares (Fig. 4).

aicTLl 1 ERHEANTVTLEMAARSWILFTSVAFSGFFLVLST®PSCGHIEFNQESFLFCASERDWNDAREAD &0
NnCTL e s e e s TMPSCGWIEFNQERFWFGSSERTWNDAEAD 29

KRR R RERERERRR TR« RRR TRk wlRw

AiCTL1 el RRHSSYLSTDDNAEEHSFLETYLNIFHSWELGHEWLGGNDLAVENSWEWFESGHAIGPA 120
NnCTL 30 REHSSYLTTDDNLEEHNFLEVYLNIFHSWRLGHEFWLGGNDLAVENHWEWFESGSGIGST 889

TRk akRkk ks kR *hk Hhhk Fhhrkrehbhkrrr ek hbrk bk k e ki *kk ek fw R o

NnCTL 90 TFWDVGEQPDENNS SFYMNADNNLVW-—————————————————————————— 118

e T Ve W YW T T R R R W TR W W W VR R W YR R R R R e

aicril 121 TFWDVEOPD SNNS;L;JESFMRDNNLWRDDRETARYNYIEEQNRTRS TPMEVVG 176

Figura 4: Alinhamento da sequéncia parcial aminoacidica deduzida da CTL de N. nodosus
(NnCTL) com a sequéncia aminoacidica da AiCTL1 de A. irradians (EU277646.1). Residuos
de aminodcidos idénticos entre ambas as sequéncias estdo indicados, na linha inferior, por
asterisco (*). Os hifens indicam gaps e os simbolos (.) e (:) indicam residuos de aminodcidos
pouco e muito similares, respectivamente. Os dois residuos de cisteina implicados na
formacdo de pontes de dissulfeto estdo destacados em azul. Os dois residuos de cisteina
adicionais da regido N-terminal estdo destacados em preto e o motivo QPD (GIn-Pro-Asp)
que se liga a galactose estd contornado. Os outros dois residuos de cisteina implicados na

formacao de pontes de dissulfeto estdo destacados em vermelho.
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Lectinas tipo-C podem se ligar a carboidratos de maneiras especificas e ja foi
comprovado que a posi¢do dos doadores e aceptores de hidrogénio no CRD determina a
especificidade com o carboidrato. A maioria das lectinas possui o motivo EPN, porém a
NnCTL apresenta um motivo QPD assim como a AiCTL. A afinidade da NnCTL por
galactose estd em acordo com os resultados obtidos por Schleder et al. (2008) que descreveu a
presenca de lectinas com especificidade para D-galactose na hemolinfa de N. nodosus.

Curiosamente, apesar da alta similaridade com a AiCTL1, a NnCTL nao mostrou
identidade com a outra lectina detectada em A. irradians, denominada de AilLec (ZHU et al.,
2008a), ou com as lectinas descritas no pectinideo, Chlamys farreri.

As CTLs AilLec de A. irradians e CfLec-1, CfLec-2, CfLec-3 e CfLec-4 de C. farreri,
possuem motivos EPD (Glu-Pro-Asp), tendo assim uma especificidade por D-manose
(ZHANG et al., 2009b) e ndo por D-galactose como a NnCTL e a AiCTLI1. Estes resultados
sugerem, assim, que lectinas especificas para agucares distintos diferem ndo apenas no seu
motivo molecular de ligagdo a carboidratos, mas também no seu CRD e estrutura molecular
geral, apesar de co-existirem na mesma espécie.

As CfLec-3 e CfLec-4 sao lectinas com multiplos dominios, apresentando além do
motivo EPD, o motivo EPN. Com isso, foi proposto que a especificidade das CTLs ¢é
determinada ndo sé pela orientacdo dos doadores e receptores de hidrogénio, mas também
pela sua estrutura como um todo (ZHANG et al., 2009b). Ademais, estudos recentes tém
demonstrado que lectinas de organismos marinhos possuem uma grande diversidade em
relacdo a seus carboidratos ligantes. Por exemplo, lectinas da ostra Ostrea edulis tém
especificidade para ambas, D-galactose e D-manose (MINAMIKAWA et al., 2004).

No estudo realizado por Schleder et al. (2008), os autores mostraram que além de uma
forte afinidade por dcido sidlico e D-galactose, as lectinas da hemolinfa de N. nodosus
apresentavam também uma fraca afinidade por D-manose. Os autores ndo isolaram as lectinas
da hemolinfa de N. nodosus e portanto ndo € possivel determinar se existe apenas uma lectina
com multiplos motivos de ligacdo a diferentes acucares (hipétese menos provével) ou se
ocorrem diferentes lectinas com apenas um motivo de ligacdo a carboidratos (hipdtese mais
provavel). A sequéncia NnCTL obtida no presente estudo apresenta apenas um motivo de
ligacdo ao carboidrato galactose (QPD), o que parece reforcar a segunda hipdtese, apesar de
sua sequéncia ndo estar completa. Contudo a AiCTLI, cuja sequéncia encontra-se completa,
apresenta apenas o motivo QPD, o que nos faz acreditar que o mesmo deva ocorrer também

com a sequéncia completa da NnCTL. Sendo assim, a hip6tese de diferentes lectinas em N.
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nodosus parece mais provdvel e a fraca afinidade das lectinas da hemolinfa por manose,
poderia ser explicada por uma menor abundéincia deste tipo de lectina na hemolinfa em
relacdo a que se liga a galactose. Seria interessante detectar também a(s) lectina(s) com
afinidade para d4cido sidlico, j4 que a hemolinfa de N. nodosus mostrou forte
afinidade/especificidade para este carboidrato e seus conjugados.

Quanto ao desafio realizado com componentes da parede de patégenos, ambos 0s
grupos, o desafiado e o ndo desafiado, expressaram mRNA para esta lectina, o que significa
que sua producao € constitutiva. Porém, nao foi realizado um PCR em tempo real para saber
se a expressao deste mRNA foi de fato modulada pelo desafio. Zhu et al. (2008b) mostraram
que a expressdo da AiCTL1 é modulada em A. irradians por injurias e desafio bacteriano,
sugerindo que esta proteina participe dos processos de cicatrizacdo de feridas e na resposta
imune desta vieira. Se a similaridade entre AiCTL1 e NnCTL abranger também suas funcoes,
¢ plausivel supor que a expressio da NnCTL possa também ser modulada em vieiras
desafiadas, apesar de haver uma producao basal constitutiva desta PRP.

Durante este estudo tentou-se obter a sequéncia completa da NnCTL através da técnica
RACE. A aplicagdo desta técnica resultou na sintese completa da fita de cDNA codificante
para a lectina, a qual foi utilizada para amplificacdo com os iniciadores AiCTL-F2/R2. O
resultado da amplificacdo gerou diversas bandas no gel de eletroforese e consequentemente
foi realizada a purificacdo da banda de tamanho esperado (~600pb) a partir do préprio gel. O
produto obtido com a purificagdo foi utilizado para clonagem. Infelizmente, porém, nio foi
possivel amplificar o inserto nas colonias de bactérias por PCR. Esse resultado possivelmente
se deve ao fato da ligacdo do produto ao vetor ndo ter sido bem sucedida, ja que por PCR
confirmou-se a presenca do vetor nas bactérias.

Na tentativa de otimizar o resultado da técnica RACE, novos iniciadores foram
desenhados e utilizados. Mas apesar de diversas tentativas ndo foi possivel amplificar uma
banda de tamanho esperado. Considerando que os iniciadores estdo apropriados, as
dificuldades encontradas para amplificar as sequéncias esperadas devem derivar certamente
da prépria técnica (kit) RACE, que infelizmente nem sempre funciona.

Em conclusao, neste trabalho foi possivel detectar, clonar e sequenciar, a partir da
hemolinfa de N. nodosus, uma sequéncia parcial de uma lectina tipo-C com motivo de ligacao
a D-galactose e que provavelmente participa da resposta imune desta vieira.

Este resultado contribui para um maior entendimento do sistema imune de vieiras,

quanto a producdo de uma molécula que poderia servir de imunomarcador para monitorar o
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estado de sadde das vieiras, contribuindo assim para um maior controle das condi¢des de

cultivo dessa espécie de importancia comercial.

5. CONCLUSOES

e Através da técnica de RT-PCR foi possivel amplificar uma sequéncia parcial
codificante para uma lectina tipo-C a partir de hemdcitos da vieira nativa Nodipecten

nodosus, denominada de NnCTL;

e A NnCTL parcial apresentou 88% de similaridade aminoacidica com a sequéncia

correspondente AiCTL descrita na vieira Argopecten irradians;

® A sequéncia parcial da NnCTL corresponde a cerca de 70% da molécula completa, e

compreende cerca de 90% do seu CRD em relacdo a AiCTL1;

e A sequéncia parcial da NnCTL apresentou quatro cisteinas das quais duas estdo

implicadas na formagao de pontes de dissulfeto;

e Assim como a AiCTL, a NnCTL apresenta um motivo QPD em seu CRD, que lhe

confere especificidade para D-galactose e confirma sua afinidade por esse carboidrato;
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e A lectina tipo-C € expressa constitutivamente, mas a modulagdao de sua expressao em

situagdes de estresse ndo pode ser descartada;

® Naio foi possivel obter a sequéncia completa da NnCTL pela técnica RACE.

6. PERSPECTIVAS

e Na continuagdo deste trabalho, pretende-se obter a seqiiéncia completa da NnCTL,

utilizando novos iniciadores com base nas extremidades da molécula AiCTL1;

* Pretende-se ainda avaliar se a expressdo quantitativa desta molécula funciona como
imunomarcador das condicdes de satide da vieira visando um maior controle do cultivo

dessa espécie de importancia comercial
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