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RESUMO

As esponjas pertencem ao filo Porifera e sdo animais sésseis e filtradores. Estdo presentes nos
mais variados ambientes e possuem diversas formas, cores e tamanhos. Atualmente existe um
grande interesse nas biomoléculas produzidas por esses animais, sendo fonte de diversos estudos
biotecnoldgicos. Dentre as moléculas com elevado potencial biotecnolégico estdo as lectinas, que
sdo proteinas que ligam-se a carboidratos, porém ndo estdo envolvidas necessariamente ao
metabolismo dos mesmos e nio pertencem a qualquer das principais classes de imunoglobulinas.
O objetivo do presente trabalho foi purificar e caracterizar bioquimicamente uma nova lectina
presente na esponja marinha Chondrilla caribensis. CCL Il (Chondrilla caribensis lectin 1I) foi
purificada a partir da combinacdo das cromatografias de afinidade, interagdo hidrofdbica, troca
i0nica e exclusdo molecular. A lectina apresentou em SDS-PAGE duas bandas de 15 kDa e 14
kDa em condi¢des ndo redutoras e 20 kDa e 18 kDa em condi¢des redutoras, e foi capaz de
aglutinar eritrécitos do tipo humano A, B e O, tratados e ndo tratados com enzimas proteoliticas.
A atividade hemaglutinante de CCL II foi inibida apenas por fetuina, apresentou elevada

estabilidade térmica e maior estabilidade em pH neutro.

Palavras-chave: Esponja. Lectina. Biotecnologia.



ABSTRACT

Sponges belong to the phylum Porifera, are sessile and filtering animals. They are present in the
most varied environments and have different shapes, colors and sizes. Currently there is great
interest in the biomolecules produced by these animals, being the source of several
biotechnological studies. Among the molecules with high biotechnological potential are lectins,
which are proteins that bind to carbohydrates, but are not necessarily involved in their
metabolism and do not belong to any of the major classes of immunoglobulins. The objective of
the present work was to purify and characterize biochemically a new lectin present in the marine
sponge Chondrilla caribensis. CCL 11 (Chondrilla caribensis lectin 1) was purified by the
combination of affinity chromatography, hydrophobic interaction, ion exchange and molecular
exclusion. The lectin showed in SDS-PAGE two bands of 15 kDa and 14 kDa under non-
reducing conditions and 20 kDa and 18 kDa under reducing conditions, and was abble to
agglutinate human erythrocytes type A, B and O, treated and not treated with proteolytic
enzymes. The hemagglutinating activity of CCL II was inhibited only by fetuin, presented

thermal stability and maximum stability in neutral pH.

Keywords: Sponge. Lectin. Biotechnology.
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1. INTRODUCAO

1.1 Esponjas

As esponjas pertencem ao filo Porifera, sdo animais sésseis, filtradores e possuem o
corpo formado por um sistema de canais, onde células chamadas coandcitos, através de seus
flagelos, promovem a circulagdo da dgua dentro desse sistema unico. A fisiologia da esponja
depende inteiramente da corrente de dgua que flui através do corpo, trazendo oxigénio e alimento
e removendo detritos, além de estar diretamente relacionada com a reproducdo desses animais.
Esses seres vivos ndo possuem 6rgaos, sdo formados por tecidos conjuntivos que desempenham
as fungdes vitais do organismo, devido a elevada independéncia de suas células (RUPPERT;
BARNES, 2005).

As diversas espécies de esponjas ocupam os mais variados habitats, € possuem
diferentes cores e tamanhos (BRUSCA; BRUSCA, 2007). As esponjas sdo agrupadas em quatro
classes: Classe Calcarea, Classe Hexactinellida, Classe Homoscleromorpha e Classe
Demospongiae (WoRMS, 2018).

Na classe Demospongiae estdo incluidas 90% das esponjas e a maioria das formas
conhecidas. Sua distribuicdo varia desde dguas rasas até grandes profundidades, apresentando
todos os tipos de padrdes de crescimento. Podem ser encontradas em dgua salgada, salobra ou
doce (BRUSCA; BRUSCA, 2007). O esqueleto dessa classe pode ser constituido de espiculas
silicosas, espiculas de fibras de espongina ou mesmo de ambas (RUPPERT; BARNES, 2005).

O género Chondrilla pertence a familia Chondrillidae (GRAY, 1872), se tornando o
género desta familia mais amplamente distribuido. Espécies de Chondrilla sdao caracterizadas
pela presenca de espiculas siliciosas, abundante no cortex e em torno dos canais (IMMANUEL et
al., 2015).

Chondrilla caribensis (Figura 1) é uma esponja de superficie lisa e brilhante, com a
cor variando do marrom escuro ao amarelo esverdeado, podendo ser globular ou levemente
incrustante. Esta presente no Atlantico tropical e subtropical, indo desde as Bermudas até o Brasil
(RUTZLER; DURAN; PIANTONTI, 2007).

Duas formas diferentes de Chondrilla caribensis foram identificadas, forma

caribensis e forma hermatypica. A forma caribensis é espessa, incrustante e lobada, possuindo
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consisténcia escorregadia, firme, mas eldstica. J4 a forma hermatypica é finamente incrustada e

tem a consisténcia cartilaginosa e dura (RUTZLER; DURAN; PIANTONI, 2007).

Figura 1 - Chondrilla caribensis.

Fonte: Elaborada pela autora

Uma grande variedade de compostos bioativos importantes foi descoberta em
esponjas, apresentando um elevado potencial farmacolégico (BRUSCA; BRUSCA, 2007). Esses
animais sdo uma rica fonte de produtos naturais potentes (SAGAR et al., 2010), onde a maioria
desses compostos sdo metabodlitos secundarios produzidos pelas proprias esponjas que atuam no
seu sistema de defesa (SARMA; DAUM; MILLER, 1993). As esponjas marinhas sdo fontes de
nucleosideos, alcaloides, esteroides, terpenos, peptideos, dcidos graxos e peréxidos, mostrando a

enorme diversidade quimica (BLUNT et al., 2005).

1.2 Lectinas

Lectinas sdo proteinas que ligam-se a carboidratos, porém ndo estdo envolvidas
necessariamente ao metabolismo do mesmo e ndo pertencem a qualquer das principais classes de
imunoglobulinas (KILPATRICK, 2000).

A natureza de aglutinar eritrdcitos dessas proteinas € conhecida desde a virada do
século XIX, quando inicialmente receberam a denominacido de hemaglutininas ou fitoaglutininas

(SHARON; LIS, 2004), pois as lectinas vegetais eram conhecidas mesmo antes do termo
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“lectina” ser empregado para incluir proteinas de ligacdo a carboidratos de origem animal
(KILPATRICK, 2000).

A primeira hemaglutinacdo causada por lectinas foi observada em veneno de cobra.
Tanto as lectinas de animais como as de plantas eram descobertas da mesma maneira, por meio
da habilidade de aglutinar células sanguineas, e até suas propriedades eram semelhantes
(KILPATRICK, 2000).

Em 1906, outra lectina de origem animal foi descoberta, a conglutinina bovina.
Apesar de nao ser considerada lectina por muitos anos, foi a primeira associacdo de uma lectina
animal com o sistema imune (KILPATRICK, 2000).

Em 1919, obteve-se pela primeira vez, de forma pura, uma hemaglutinina do feijao-
de-porco (Canavalia ensiformis), chamada de concanavalina A (SHARON; LIS, 2004). Esta
lectina foi capaz de aglutinar ndo apenas eritrocitos, mas também leveduras, além de precipitar
glicogénio em solugdo. Fora também observado o efeito inibitério da sacarose sobre a
concanavalina A, sendo demostrado pela primeira vez a especificidade das lectinas por agicares
(SUMNER; HOWEL, 1936).

Nos anos 1940, foi descoberta a especificidade destas proteinas por grupos
sanguineos humanos (SHARON; LIS, 2004). A capacidade das aglutininas vegetais de distinguir
entre eritrcitos de diferentes tipos sanguineos foi um fator determinante para a utilizacdo do
termo lectina (do latim “legere” — escolher) para designar tais proteinas (BOYD; SHAPLEIGH,
1954). Esse termo foi generalizado para abranger todas as aglutininas especificas de acucar de
origem ndo imune, independentemente da fonte, e da especificidade do tipo de sangue
(SHARON; LIS, 1972).

Ja nos anos 1960, duas descobertas trouxeram as lectinas para o centro das atengdes
(SHARON; LIS, 2004). Foi descoberto o efeito mitogénico da lectina do feijdo vermelho sobre
linfécitos que até entdo eram considerados indivisiveis (NOWELL, 1960). A segunda descoberta
diz respeito a capacidade da lectina de gérmen de trigo de aglutinar células malignas (AUB et al.,
1963, 1965).

A partir destes estudos, o interesse nessas proteinas foi estimulado devido a
capacidade de deteccdo, isolamento e caracterizacdo de glicoconjugados, principalmente

glicoproteinas, para histoquimica de células e tecidos e para o exame das alteracdes que ocorrem
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na superficie das células durante os processos fisiolégicos e patolégicos da diferenciacdo celular

ao cancer (SHARON; LIS, 2004).

1.3 Lectinas de animais

Lectinas animais sdo conhecidas hd mais tempo que as lectinas vegetais, embora 0s
contextos de suas descobertas fossem diferentes e algumas eram descobertas antes de serem
identificadas como proteinas que se ligam a carboidratos (KILPATRICK, 2002).

Apesar da primeira atividade hemaglutinante de lectinas ser observada por volta de
1860 no veneno de cobra (KILPATRICK, 2000), mas apenas em 1935 as lectinas animais
ganharam notoriedade. Isto se deve a descoberta de uma lectina presente na enguia Anguilla
anguilla, a qual foi de grande importincia no estabelecimento da natureza de carboidratos
presentes no sangue humano e para a demonstracdo de fucose como estrutura imunodominate no
grupo sanguineo O (WATKINS, 2001).

Em 1975, uma lectina encontrada no 6rgao elétrico da enguia elétrica (TEICHBERG
et al., 1975) levou a procura de aglutininas sensiveis a lactose em varios tecidos de vertebrados, o
que, em pouco tempo, mostrou que essas proteinas ocorreram universalmente em tecidos de
vertebrados (HARRISON, 1991).

As lectinas de animais tém uma grande variedade de funcdes, e algumas podem ter
mais de uma fun¢do conhecida, podendo ter papel no sistema imunolégico e fora dele. Essas
proteinas agem como moléculas de reconhecimento dentro do sistema imunoldgico, podendo agir
de diferentes formas: defesa direta, reconhecimento e trafico dentro do sistema imunoldgico,
regulacdo imunoldgica e prevencao da autoimunidade (KILPATRICK, 2002).

Na defesa direta, vérias lectinas encontradas na hemolinfa de invertebrados parecem
agir como anticorpos naturais para fornecer a primeira linha de defesa por ligar e neutralizar
patégenos, e algumas vezes promovendo a fagocitose por hemocitos. Essas proteinas estdo
também envolvidas no reconhecimento e migracdo de células entre o sangue e a linfa no combate
aos patégenos. Na modulacdo imunoldgica, a eletrolectina da enguia elétrica foi altamente eficaz
em prevenir em coelhos, o desenvolvimento de miastenia experimental grave, uma disfuncdo do

sistema imunolégico, em coelhos (KILPATRICK, 2002).
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A presenca de lectinas em animais invertebrados ocorre em quase todos os filos na
hemolinfa e fluido celomético (SANTOS et al., 2014). Muitas lectinas ja foram isoladas de
invertebrados, como insetos (OURTH; NARRA; CHUNG, 2005), moluscos (BANERIJEE et al.,
2004), crustaceos (YANG et al., 2007), pepinos do mar (GOWDA; GOSWAMI; KHAN, 2008),
poliquetas (MOLCHANOVA et al., 2007) e esponjas marinhas (MOURA et al., 2006). Em
vertebrados, essas proteinas ja foram isoladas de peixes (CARVALHO et al., 2012), cobras
(NUNES et al., 2012) e outros animais. J& em humanos, existem lectinas muito bem
caracterizadas em diferentes tecidos e células, como os pulmdes (KISHORE et al., 2006), soro

(BOUWMAN; ROEP; ROOS, 2006) e dendritos (KANAZAWA; TASHIRO; MIYACHI, 2004).

1.4 Lectinas de esponjas

O primeiro relato de lectinas em esponjas foi observado nas espécies Cliona celata e
Axinella sp. em 1968 (DODD; MACLENNAN; HAWKINS, 1968).

O interesse pelas lectinas de esponja surgiu com o estudo de seus extratos que
demostraram capacidade de aglutinar eritrécitos (DODD; MACLENNAN; ALYOSHKIN, 1968).
A classe Demosponge atraiu maiores interesse porque sua biomassa € mais compativel com a
purificacdo de lectinas, se tornando a classe com mais lectinas purificadas (GARDERES er al.,
2015). Apenas uma lectina da classe Hexactinellida (GUNDACKER et al., 2001). foi estudada e
apenas uma lectina foi isolada da classe Calcarea (GARDERES et al., 2016).

As lectinas sdo classificadas em diversas familias de acordo com sua estrutura
primdria e sua seletividade de ligacdo. Em esponjas, lectinas representantes das seguintes
familias: galectinas, lectinas do tipo C e tachylectinas, além de algumas lectinas orfas ja foram
identificadas (GARDERES et al., 2015).

As galectinas, também chamadas de lectinas do tipo S, sdo encontradas no reino
animal (GARDERES er al., 2015) e em fungos (COOPER et al., 1997) e possuem uma
seletividade de ligacdo preferencial para residuos de galactosideos. Sdo galectinas as lectinas
encontradas nas esponjas Geodia cydonium, GCG (WAGNER-HULSMANN et al., 1996),
Suberites domuncula (WIENS et al., 2003), Halichondria okadai (KAWSAR et al., 2008) e
Cinachyrella sp. (FREYMANN et al., 2012). Essa familia foi subdivida de acordo com sua
arquitetura estrutural, as prototipo, quimera e tandem (Figura 2) (HIRABAYASHI; KASAI,

1993). Os prototipos sdo dimeros ndo covalentes, de subunidades idénticas cada uma possuindo
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um dominio de reconhecimento a carboidratos. As quimeras t€ém dois dominios distintos, um
dominio ndo lectina semelhante a coldgeno na por¢do N-terminal e um dominio de
reconhecimento a carboidratos na porcdo C-terminal. As tandem possuem dois dominios de
reconhecimento de carboidratos distintos ligados por um peptideo ligante funcional

(GARDERES et al., 2015).

Figura 2 — Arquitetura estrutural dos tipos de galectinas.

Proto Chimera Tandem-repeat

Fonte: Adaptado de GlycoWord

As galectinas de esponjas diferem das demais galectinas animais porque possuem
caracteristicas estruturais especificas, elas podem criar moléculas complexas na presenga de Ca**,
nao envolvidos na ligacdo de carboidratos (MULLER et al., 1997).

As lectinas do tipo C sdo encontradas em bactérias e animais (GARDERES et al.,
2015). Esse tipo de lectina € encontrado nas esponjas Aphrocallites vastus, AvL. (GUNDACKER
et al., 2001) e Lubomirskia baicalensis, MBL (WIENS et al., 2006). Essa familia € um grande
grupo com diversas fungdes. A estrutura dessas lectinas consiste em uma alca dupla
caracteristica, estabilizado por duas pontes dissulfeto conservadas localizadas nas bases das alc¢as
(ZELENSKY; GREADY 2005).

Tachylectinas possuem seis dominios repetidos, e exibem atividade antimicrobiana
contra bactérias, ligando-se a seus carboidratos de membrana (GARDERES et al., 2015). Essas
lectinas foram encontradas nas esponjas Suberites domuncula (SCHRODER et al., 2003) e
Ephydatia fluviatilis (FUNAYAMA et al., 2005).

As lectinas encontradas em esponjas apresentam diversos papéis fisioldgicos, como
envolvimento na morfogénese e interagdes celulares, espiculogénese, defesa e comunicagdo com
microrganismos associados (GARDERES et al., 2015).

As lectinas por suas propriedades de ligacdo a carboidratos, demostraram a

capacidade de criar pontes moleculares entre as moléculas e ativar as vias celulares, a fim de
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desencadear diferentes respostas celulares (GARDERES et al., 2015). As lectinas encontradas na
esponja marinha Axinella polypoides (ApL I e II) demonstraram estar envolvidas na producio de
fibras de espongina (BRETTING et al., 1983). Essas lectinas também provaram fazer parte das
interagdes célula-célula da esponja, como observado na galectina de Geodia cydonium, GCG, que
estava envolvido em um sistema complexo ligando as células da esponja através de um fator de
agregacdo (CONRAD et al., 1981).

Em alguns casos, as lectinas mostraram estar envolvidas na formacdo de espiculas nas
esponjas, conforme relatado para Suberites domuncula, onde a galectina dessa esponja foi
detectada no canal axial e na superficie das espiculas, interagindo diretamente com a silicateina
através de sua regido C-terminal, aumentando a atividade da enzima (SCHRODER et al., 2006).

Devido a atividade antimicrobiana e atividades citotoxicas contra parasitas, algumas
lectinas demostraram estar diretamente relacionadas com a defesa da esponja, como constatada
em Suberites domuncula, que mostrou uma atividade contra bactérias Gram negativas
(SCHRODER et al., 2003). A lectina presente na Cinachyrella apion exibiu atividade de
aglutinagcdo para Leishmania chagasi (MEDEIROS et al., 2010), enquanto Axinella corrugata
possui uma lectina que mostrou atividade citotoxica para nauplios de art€mias e Artemia salina
(DRESCH et al., 2012).

As esponjas também sao descritas como holobiontes que convivem com uma
comunidade microbiana estidvel e permanente (HENTSCHEL et al., 2006). Além disso, as
esponjas também sdo capazes de discriminar entre as bactérias que sdo fagocitadas para nutricao,
e as bactérias que resistem a digestdio (WEHRL; STEINERT; HENTSCHEL, 2007). A lectina de
Halichondria panicea estimulou a proliferacdo in vitro da bactéria associada Pseudomonas
insolita enquanto nenhuma atividade proliferativa foi demonstrada para as outras bactérias
comensais isoladas (MULLER et al., 1981).

Além dos papeis fisiologicos, a atividade aglutinante dessas proteinas destacaram
seus potenciais biotecnolégicos, como modulagdo da imunidade de mamiferos, combate contra
patégenos humanos e de outros mamiferos, detec¢do e destruicdo de cancer, e modulacdo da
atividade neuronal (GARDERES et al., 2015).

Lectinas de esponja exibiram atividades mitogénicas em células imunes como
observado na lectina da esponja Axinella corrugata (DRESCH et al., 2012). A lectina da esponja

Craniella australiensis mostrou estimulacao da divisao celular de linfécitos humanos (XIONG et
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al., 2006). Apesar da falta de células imunoldgicas especializadas em esponjas, suas lectinas sdo
capazes de atuar em células de vertebrados como moléculas imunomoduladoras e parecem estar
funcionalmente relacionadas a galectinas de vertebrados. Esta tltima propriedade pode ser usada
contra doencas que desencadeiam o esgotamento do sistema imunoldgico (GARDERES et al.,
2015).

Como lectinas possuem a capacidade de reconhecer residuos especificos de agucar,
algumas lectinas de esponja podem se ligar a carboidratos especificos das paredes celulares de
microrganismos e, dessa maneira, exibem atividades antimicrobianas (GARDERES et al., 2015).
A lectina de Cliona varians mostrou atividade antibacteriana contra as bactérias Gram positivas
Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (MOURA et al., 2006). Esta capacidade antibacteriana
poderia ser usada para desenvolver antibidticos contra infeccdes bacterianas resistentes
(GARDERES et al., 2015).

Algumas lectinas de esponja também apresentaram efeitos citotoxicos nas células de
cancer. A atividade citotéxica da lectina presente na esponja Haliclona cratera foi estudada em
células de cancer do colo do utero e melanoma humano. As maiores concentracdes da lectina
levaram a uma diminui¢do de 50% na sobrevivéncia das células cancerigenas. (PAJIC et al.,
2002). Dessa forma, as lectinas de esponja demonstraram atuar sobre as linhagens celulares de
cancer através da inibi¢cdo da proliferacao celular. A especificidade destas lectinas em reconhecer
células tumorais pode ser utilizada para discriminar células cancerigenas de células normais, uma
vez que os carboidratos de membrana sio diferentes em células tumorais (GARDERES et al.,
2015).

Essas proteinas também podem atuar sobre o sistema nervoso de vertebrados, como

observado com as galectinas presentes na esponja Cinachyrella sp (UEDA et al., 2013).

1.5 Lectinas do género Chondrilla

Até o presente trabalho, apenas duas lectinas foram isoladas do género Chondrilla. A
lectina CN foi isolada da esponja marinha Chondrilla nucula, a qual apresentou a¢do mitogénica,
sobre linfécitos. Além disso, foi constatada a capacidade de retardar a liberagdo do virus HIV,

pois células tratadas com a lectina CN exibiram uma menor capacidade de liberar particulas

virais (SCHRODER et al., 1990).
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A outra lectina do género foi isolada da esponja marinha Chondrilla caribensis. A
lectina denominada CCL aglutinou cepas de S. aureus, S. epidermidis e E. coli, mostrando um

potencial contra a formagao de biofilme bacteriano (MARQUES et al., 2017).

O presente trabalho teve como objetivo principal purificar e caracterizar

bioquimicamente uma nova lectina presente na esponja marinha Chondrilla caribensis.
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2. METODOLOGIA

2.1 Coleta da esponja

Espécimes da esponja marinha Chondrilla caribensis foram coletados na regido entre
marés na praia da Pedra Rachada localizada no municipio de Paracuru, litoral oeste do Ceard. A
coleta do material foi autorizada e regulada pelos 6rgdos ambientais competentes (SISBIO ID:
33913-8). Apos a coleta dos exemplares, os mesmos foram transportados dentro de sacos

plasticos em caixas térmicas até o laboratério e armazenados a -20°C.

2.2 Preparacao do extrato proteico

Os exemplares foram lavados, liofilizados, triturados e o p6 obtido foi embebido em
tampao Tris-HCl 20 mM, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM e CaCl, 20 mM (TBS/Ca2+), na
propor¢do de 1:10 (p/v). O extrato foi agitado por uma hora a 25°C, filtrado em um tecido para
retencao de particulas grandes, e posteriormente centrifugado a 8000 x g, por 20 minutos, a 4°C.

O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi armazenado a -20°C para posterior utilizacao.

2.3 Teste de hemaglutinacao

Para os testes de hemaglutinacdo foram utilizados eritrécitos humanos do sistema
ABO, obtidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceard (HEMOCE). Os testes foram
realizados com eritrécitos humanos tratados e ndo tratados com as enzimas proteoliticas tripsina e
pronase, seguindo o método da dupla dilui¢do seriada, em placas de microtitulacdo de fundo em

V, segundo a metodologia previamente descrita (SAMPAIO et al., 2002).

2.4 Testes de inibicao da atividade hemaglutinante

Para a inibicdo da atividade hemaglutinante foram utilizados carboidratos e

glicoproteinas, segundo a metodologia previamente estabelecida (SAMPAIO et al., 2002).
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O extrato foi submetido a um teste de inibicdo da atividade hemaglutinante, para que a
especificidade da proteina alvo fosse determinada e posteriormente, o teste foi realizado
novamente com a lectina purificada para que fosse determinada a minima concentragdo de
carboidratos capaz de inibir a aglutinagdo de eritrécitos (CMI — Concentragdo Minima Inibitdria).

Os carboidratos utilizados foram: D-xilose, D-ribose, L-fucose, L-arabinose, L-ramnose,
D-galactose (Gal), D-manose, D-glicose (Glc), D-glucosamina, D-galactosamina, N-acetil-D-
glucosamina (GIlcNAc), N-acetil-D-galactosamina (GalNAc), d4cido D-galacturdnico, D-frutose, D-
sacarose, D-melibiose, a-D-lactose, B-D-lactose, D-lactulose, D-maltose, D-rafinose, metil-o-D-
galactopiranosideo, metil-B-D-galactopiranosideo, metil-B-D-tiogalactose, fenil-B-D-
galactopiranosideo, 4-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo, 4-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo, 2-
nitrofenil-B-D-galactopiranosideo, 2-nitrofenil-B-D-galactopiranosideo, e as glicoproteinas
fetuina, mucina de estdmago de porco tipo 2 (PSM-II) e mucina de estomago de porco tipo 3

(PSM-III).

2.5 Isolamento da lectina

O estudo foi autorizado e regulado pelos o6rgidos competentes (SISGEN ID:

ACCI97AD).

O extrato bruto foi a cromatografia de afinidade em matriz de Sepharose™ (1,5 cm x
2,2 cm) previamente equilibrada com TBS/Ca™*. ApOs a aplicagdo da amostra, a coluna foi lavada
com o tampao de equilibrio e as fra¢cdes nao retidas (P1S), com valores de absorbancia superiores

a 0,1, foram coletadas.

A fracdo P1S foi acrescida de sulfato de amo6nio numa concentragao final de 1M, o pH foi
ajustado para 6,0 e P1S foi submetida a cromatografia de interagdo hidrofébica em matriz de
fenil-Sepharose (2,5 cm x 2,2 cm). A coluna foi previamente equilibrada com citrato de s6dio 50
mM, pH 6,0, contendo sulfato de amoénio 1 M. A amostra foi aplicada e a coluna lavada com o
tampao de equilibrio, novamente as fracdes ndo retidas (P1F) que apresentaram valores de

absorbancia superiores a 0,1 foram coletados.

A fracdo PI1F foi dialisada e submetida a cromatografia de troca idnica em coluna de

DEAE-Sephacel (2,0 cm x 2,2 cm), equilibrada com Tris 50 mM, pH 8,0 e ap6s a aplicagao da
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amostra, a coluna foi lavada com o tampao de equilibrio. As fra¢des eluidas (P2D) com Tris 50
mM, pH 8,0, contendo NaCl 200 mM, com valores superiores a 0,05 na absorbancia de 280 nm

foram coletados.

A fragdo PD2 foi dialisada, liofilizada e submetida a cromatografia de exclusao molecular
em coluna de Sephacryl S-200 HR (60 cm x 1,6 cm) equilibrada com tampao fosfato 20 mM, pH
7,0, contendo 100 mM de NaCl.

2.6 Avaliacao da pureza da lectina

O grau de pureza da proteina foi avaliado através de eletroforese em gel de
poliacrilamida/dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), na auséncia e na presenca de [-
mercaptoetanol, corado com Coomassie Brilliant Blue (LAEMMLI, 1970). O gel de 15% fo1

submetido a uma corrente elétrica de 25 mA e tensio de 150 V durante 1 h.

2.7 Estimativa de massa molecular

A massa molecular da lectina foi estimada por SDS-PAGE, por meio da comparacgdo da
migracdo da proteina no gel com a migracio dos marcadores moleculares da SigmaMarker' ™ de
massa molecular correspondente a aprotinina bovina (6,5 kDa), a-lactalbumina bovina (14,2
kDa), inibidor de tripsina de soja (20 kDa), tripsinogénio bovino (24 kDa), anidrase carbOnica
bovina (29 kDa), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, coelho (36 kDa), ovalbumina, galinha
(45 kDa), albumina bovina (66 kDa).

A massa molecular nativa da lectina foi estimada também por cromatografia de
exclusdo em uma coluna BioSuite HR 250, 5 um acoplada ao sistema H-Class Bio UPLC (Ultra
Performance Liquid Chromatography, Waters Corp.), utilizando as proteinas de massa molecular
conhecida tiroglobulina bovina (669 kDa), apoferritina, 443 (kDa), B-amilase (220 kDa), dlcool
desidrogenase (150 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), anidrase carbonica (29 kDa) e

lisozima (14 kDa) como padrao de eluicdo.
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2.8 Caracterizacio da lectina

A estabilidade térmica da lectina foi avaliada, utilizando amostras da proteina (1 mg.mL'l)
aquecidas por 1 hora em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100°C) e
posteriormente submetidas a testes de atividade hemaglutinante (SAMPAIO et al., 1998).

O efeito de ions divalentes na atividade hemaglutinante foi avaliado através da presenca

de CaCl, e EDTA durante os testes de atividade hemaglutinante (SAMPAIO et al., 1998).

Para avaliar a estabilidade da proteina frente a variacdes de pH, a lectina (1 mg.mL'l) foi
solubilizada em NaCl 0,15 M e diluida em tampdes de diferentes pH (acetado de s6dio 100 mM,
pH 4 e pH 5, fosfato de s6dio 100 mM, pH 6, tris 100 mM, pH 7 e pH 8, glicina 100 mM, pH 9 e
pH 10, todos contendo NaCl 0,15 M), sendo em seguida determinada a atividade hemaglutinante

(SAMPAIO et al., 1998).
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3. RESULTADOS

3.1 Purificacio da lectina

Uma nova lectina presente na esponja marinha Chondilla caribensis, denominada
CCL II (Chondrilla caribensis lectin II), foi isolada por meio das cromatografias de afinidade,
interacao hidrofdébica, troca idnica e exclusao molecular.

O extrato bruto foi submetido a cromatografia de afinidade em matriz de Sepharose™
(Figura 3) e as fragdes monitoradas a 280 nm e através da determinacdo da atividade
hemaglutinante. As fragdes ndo retidas, correspondente ao pico ndo retido (P1S), apresentando
atividade hemaglutinante foram agrupadas e utilizadas para etapas posteriores. A atividade
hemaglutinante relativa ao pico retido, eluido com adi¢do de lactose 0,3 M, corresponde a lectina
ja isolada e caracterizada, denominada CCL (MARQUES et al., 2017).

A segunda etapa de purificacdo foi realizada através de cromatografia de interagdo
hidrofébica em matriz de fenil-Sepharose (Figura 4), as fracdes ndo retidas (P1F) apresentaram
forte atividade hemaglutinante, sendo assim coletadas e armazenadas para o terceiro passo de

purificacdo. O pico retido, eluido com dgua destilada, corresponde aos pigmentos do extrato.

Figura 3 — Cromatografia de interag@o hidrofébica em matriz de fenil-Sepharose
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Fonte: Autora. A coluna (2,5 cm x 2,2 cm) foi equilibrada e lavada com tampdo citrato de sédio 50 mM, pH 6,0,
contendo sulfato de amdnio 1 M. As fragdes retidas foram eluidas com dgua destilada, conforme indicado pela seta.
A cromatografia foi conduzida em fluxo de 2 mL.min" e fracdes de 2,5 mL foram coletadas. A barra horizontal

indica as fragdes contidas nos tubos 1 ao 5 que foram armazenadas.
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A terceira fase de purificacdo foi realizada através da cromatografia de troca idnica
em coluna de DEAE-Sephacel (Figura 5), as fracdes eluidas com a adicdo de 200mM de NaCl

apresentaram forte atividade hemaglutinante e seguiram para a préxima etapa de purificacdo.

Figura 4 - Cromatografia de troca idnica em coluna de DEAE-Sephacel
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Fonte: Autora. A coluna (2,0 cm x 2,2 cm) foi equilibrada e lavada com Tris 50 mM, pH 8,0. As fragdes retidas
foram eluidas com Tris 50mM contendo NaCl 200 mM, pH 8,0, conforme indicado no eixo secunddrio. A
cromatografia foi conduzida com fluxo de 2 mL.min", e as fracdes de 2,5 mL foram coletadas. A barra horizontal

indica as fragdes contidas nos tubos 27 ao 30 que foram armazenadas.

A purificacdo foi concluida com a cromatografia de exclusdo molecular em coluna de
Sephacryl S-200 HR (Figura 6), onde a proteina foi eluida com o mesmo tampao de equilibrio,

apresentando forte atividade hemaglutinante nas fragdes correspondentes ao terceiro pico.
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Figura 5 - Cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Sephacryl S-200 HR
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Fonte: Autora. A coluna (60 cm x 1,6 cm) foi equilibrada e lavada com fosfato 20 mM, pH 7,0, contendo 100 mM de
NaCl. As fragdes retidas foram eluidas com o mesmo tampdo. A cromatografia foi conduzida com fluxo de 1
mL.min}, e as fracdes de 2,0 mL foram coletadas. A barra horizontal indica as fragdes contidas nos tubos 57 ao 63

que foram armazenadas.

3.2 Atividade hemaglutinante

O extrato bruto da esponja marinha Chondrilla caribensis apresentou atividade
hemaglutinante contra eritrocitos humanos do sistema ABO, nativos e tratados com enzimas
proteoliticas.

A lectina purificada (CCL II) também mostrou padrdo de aglutinacdo semelhante ao
extrato bruto, aglutinando igualmente todos os eritrécitos humanos testados, nativos e tratados

com as enzimas pronase e tripsina. (Tabela 1).

Tabela 1: Atividade hemaglutinante da CCL II com eritrcitos nativos e tratados com enzimas proteoliticas

(U.H./mL)

Eritrécitos Nativo Pronase Tripsina
A 256 256 256
B 256 256 256
(0) 256 256 256

Fonte: Autora
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3.3 Inibicao da atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante da CCL II foi inibida apenas por fetuina, em uma

concentracao inibitéria minima (CIM) de 250 u g.mL’l.

3.4 Caracterizacao fisico quimica

A atividade hemaglutinante da CCL 1I foi estdvel entre pH 4 ¢ 9, em pH 10 houve
reducdo de 50% da sua atividade (Figura 7).

Figura 6 — Efeito do pH na atividade hemaglutinante
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Fonte: Autora.

A atividade hemaglutinante de CCL II manteve-se estavel até 100°C.(Figura 8).
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Figura 7 — Efeito da temperatura na atividade hemaglutinante
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Fonte: Autora.

A atividade hemaglutinante da CCL II ndo apresentou alteracdo na presenca e auséncia de
EDTA.

3.5 Estimativa da massa molecular em SDS-PAGE (dodecil-sulfato de sodio)

Em SDS PAGE, CCL II apresentou duas bandas de aproximadamente 15 kDa e 14
kDa na auséncia de 2-mercaptoetanol e duas bandas de aproximadamente 20 kDa e 18 kDa na

presenca de 2-mercaptoetanol (Figura 9).

Figura 8 - SDS-PAGE da cromatografia de exclusdo molecular

kDa M 1 2 3 4 5 6 7

66 —
45
36
29 -
24

20 p—

- - 3 s
14,2

6,5

Fonte: Autora. Marcador molecular (M), Fra¢do 57 (1), Fracdo 58 (2), Fracdo 59 (3), Fracdo 60 (4), Fracdo 61 (5)

Fragdo 62 em condi¢des ndo redutoras (6), Fracdo 62 em condicdes redutoras (7).
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3.6 Estimativa da massa molecular nativa

Na cromatografia de exclusdo molecular em coluna BioSuite HR 250 (5 um)
acoplada ao sistema H-Class Bio UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography, Waters

Corp.), CCL II apresentou um tnico pico com massa molecular de aproximadamente 18 kDa

(Figura 10).

Figura 9 — Estimativa da massa molecular nativa por cromatografia de exclusdo molecular
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Fonte: Autora. A: Cromatograma da exclusdo molecular em BioSuite HR 250, equilibrada com Tris 20 mM, pH 7,0,
contendo 100 mM de NaCl. B: A linha representa a curva de regressdo linear calculada pelos valores das proteinas
padrdes: Tiroglobulina bovina, 669 kDa (1), Apoferritina, 443 kDa (2), B-amilase, 220 kDa (3), Alcool
desidrogenase, 150 kDa (4), Albumina sérica bovina, 66 kDa (5), Anidrase carbdnica, 29 kDa (6) e Lisozima, 14
kDa (7).
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4. DISCUSSAO

As esponjas marinhas sdo fontes ricas de potentes produtos naturais (SAGAR;
KAUR; MINNEMAN, 2010). Mais de 5.300 compostos naturais diferentes foram descobertos de
esponjas marinhas e seus microorganismos associados, e cada vez mais, outras centenas de
compostos vém sendo constatados (FAULKNER, 2001).

A diversidade de produtos encontrada em esponjas marinhas é notdvel: nucleosideos
incomuns, terpenos bioativos, esterdis, peptideos ciclicos, alcaldides, dcidos graxos, peréxidos e
derivados de aminoacidos (SIPKEMA et al., 2005).

Devido a capacidade de sintetizar essas moléculas com diversos papéis na defesa,
comunicacdo ou adaptacdo ao meio ambiente, as esponjas apareceram como uma fonte de
moléculas com grande potencial biomédico (KIM; DEWAPRIYA, 2012). Hoje, as esponjas sao
amplamente estudadas e vérias moléculas sdo isoladas desses animais, dentre elas, as lectinas.

No presente trabalho, uma nova lectina da esponja marinha Chondrilla caribensis,
denominada CCL II, foi purificada e caracterizada. CCL II foi purificada por meio da
combinacdo de quatro tipos de cromatografias, afinidade, interacdo hidrofébica, troca idnica e
exclusdo molecular.

Na maioria dos trabalhos de isolamento de lectinas de esponjas, a primeira etapa de
purificacdo envolve cromatografia de afinidade de acordo com a especificidade de carboidratos
da lectina (UEDAet al., 2013; KAWSAR et al., 2008). A cromatografia de afinidade € a técnica
mais empregada para a purificacio de lectinas, visto que a ligacdo especifica entre a lectina e a
matriz torna esta cromatografia a mais eficiente para purificagcdes em um unico passo. CCL
(Chondrilla caribensis lectin) foi isolada apenas com essa técnica (MARQUES et al., 2017).

Devido a forte afinidade das lectinas de esponja pelos residuos de galactosideos, matrizes
de Sepharose ou matrizes conjugadas de lactose sdo frequentemente utilizadas (KAWSAR et al.,
2008), como na purificac@o das lectinas encontradas nas esponjas Pellina semitubulosa (ENGEL
et al., 1992), Chondrilla nucula (SCHRODER et al., 1990), e Cliona varians (MOURA et
al.,2006).

Em muitos casos, o primeiro passo de purificagdo € seguido pela cromatografia de
filtracdo em gel, para separar a possiveis outras lectinas presentes de diferentes massas

moleculares, como no caso das lectinas isoladas da esponja Axinella corrugata, ACL-1 e ACL-II
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(DRESCH et al., 2012), Cinachyrella apion (MEDEIROS et al., 2010) e Stylissa flexibilis
(HUNG et al., 2018).

Em outros casos a combinacdo de cromatografias de interagdo hidrofébica com troca
i6nica demostrou ser bastante ttil para a purificacdo de lectinas de organismos marinhos. As
lectinas das esponjas marinhas Haliclona caerulea, H-3 (CARNEIRO et al., 2013a) e Haliclona
manglaris (CARNEIRO et al., 2015) foram isoladas utilizando essas técnicas. A combinacao de
troca idnica e afinidade também apresentou €xito em estudos com as lectinas isoladas da esponja
Haliclona caerulea, H-1 e H-2 (CARNEIRO et al., 2013b).

CCL II aglutinou todos os eritrcitos humanos testados, tratados e ndo tratados com a
mesma intensidade de aglutinagdo, diferentemente da CCL (MARQUES et al., 2017).

O tratamento de eritrécitos com enzimas proteoliticas € um procedimento padrdo que
expoe residuos de carboidratos inicialmente inacessiveis, sendo assim muitas lectinas apresentam
maior especificidade por hemadcias tratadas (SAMPAIO; ROGERS; BARWELL, 1998). Vale
ressaltar que as enzimas clivam as proteinas que podem impedir a ligacdo das lectinas aos
carboidratos presentes na superficie celular da hémacia (NAGANO et al., 2002), porém durante a
clivagem pode ocorrer a perda de algum carboidrato ligado a proteina clivada e assim diminuir a
aglutinacdo da lectina em estudo.

A atividade hemaglutinante de CCL II foi inibida apenas pela glicoproteina fetuina.
Diferentemente, a CCL mostrou ser inibida além da fetuina, pelos dissacarideos lactose e
lactulose (MARQUES et al., 2017). Em geral, as lectinas de esponjas t€ém mostrado ser inibidas
preferencialmente por galactose e seus derivativos, como pode ser evidenciado na lectina CN,
que apresentou inibicdo por lactose, galactose e GaINAc (SCHRODER et al., 1990).

Similarmente a CCL II, uma lectina isolada de Axinella corrugata (ACL-II) também foi
inibida por fetuina e por outros carboidratos (DRESCH et al., 2012), assim como ALL
(MIARONS; FRESNO, 2000). De forma semelhante a CCL II, as lectinas CAL, Craniella
australienses lectina, H-1 e H-2 de Haliclona caerulea (XIONG et al., 2006; CARNEIRO et al.,
2013b) ndo foram inibidas por quaisquer dos monossacarideos e dissacarideos testado.

Estudos com CAL e HcL (Haliclona cratera lectin), demostraram que estas lectinas
reconhecem os carboidratos presentes nos glicoconjugados da mucina (XIONG et al., 2006;

PAJIC et al., 2002).
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CCL II mostrou ser resistente em uma ampla faixa de temperaturas e sua capacidade de
aglutinar eritrécitos foi evidenciada em até 100°C apds 1 hora. Semelhante comportamento foi
evidenciado também lectina CN (SCHRODER et al., 1990).

Essa capacidade da CCL II de resistir a temperaturas elevadas difere marcadamente da
CCL que apresentou perda total da atividade hemaglutinante a 100°C por 1 hora (MARQUES et
al., 2017). Muitas lectinas presentes em esponjas marinhas possuem a caracteristica de
permanecerem ativas em altas temperaturas (GOMES FILHO et al., 2014), como observada na
lectina de Cinachyrella alloclada que perde a atividade hemaglutinante somente apds
aquecimento a 100°C, por 10 minutos (ATTA et al., 1989), ACL-II cuja atividade hemaglutinante
apenas € completamente perdida a 100°C (DRESCH et al., 2012) e a lectina da esponja
Haliclona cratera que manteve sua atividade a 95°C, sendo completamente desnaturada apenas
ap6s 60 minutos (PAJIC et al., 2002).

Essa elevada estabilidade térmica foi observada na CCL, onde a lectina foi parcialmente
desnaturada em 95°C e com o resfriamento, ocorreu a recuperacdo parcial da estrutura
(MARQUES et al., 2017), o mesmo poderia ocorrer com a CCL II, explicando sua estabilidade
em elevadas temperaturas.

A atividade hemaglutinante da CCL II foi estdvel entre pH 4 ¢ 9. Em pH 10 houve
redugdo de 50%, semelhante ao observado com as lectinas CCL e H-1, que demostraram melhor
atividade na faixa alcalina, em pH 9 (MARQUES et al., 2017; CARNEIRO et al., 2013b). De
fato, algumas lectinas de esponja apresentam uma maior estabilidade nessa faixa, como as
lectinas ACL-1 e ACL-II da esponja Axinella corrugata e CN, que sdo estaveis até o pH 11
(DRESCH et al., 2012; SCHRODER et al., 1990) e a lectina da Haliclona cratera que é estivel
até o pH 10 (PAJIC et al., 2002). Esse comportamento de estabilidade frente a valores de pH na
faixa alcalina, observado na maioria das lectinas isoladas de esponjas, pode estar relacionado com
o fato da 4gua do mar ser levemente bésica.

CCL II mostrou ndo ser dependente de cations divalentes, pois o EDTA mostrou ser
incapaz de inibir a atividade hemaglutinante, fato também observado como as lectinas isoladas
das esponjas marinhas Chondrilla caribensis (MARQUES et al., 2017), Axinella corrugata
(DRESCH et al., 2012), Craniella australienses (XIONG et al., 2006), Haliclona cratera (PAJIC
et al., 2002) e Haliclona caerulea (CARNEIRO et al., 2013b). Em geral, a maioria das lectinas
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isoladas de esponjas marinhas apresentam atividades independentes de cétions divalentes
(GARDERES et al., 2015).

Em SDS-PAGE, CCL II demostrou ser uma proteina heterogénea, possuindo duas bandas
com massas moleculares estimadas de 15 kDa e 14 kDa em condi¢des ndo redutoras, e duas
bandas de massas estimadas de 20 kDa e 18 kDa em condicdes redutoras. Essa diferenca
observada de valores de massa molecular entre condi¢cdes redutoras e ndo redutoras, poderia
indicar a presencga de pontes dissulfetos na molécula protéica, como foi observado na lectina de
Craniella australiensis (XIONG et al., 2006). Valores superiores de massa molecular observados
em condi¢des redutoras pode ser devido a presenca de dissulfetos intramoleculares na lectina
(HORI; MATSUBARA; MIYAZAWA, 2000). Na forma nio reduzida, a lectina se encontra bem
enovelada e compactada, porém quando o 2-mercaptoetanol € adicionado, as pontes sulfeto sdo
quebradas e a proteina se expande, ocupando uma area maior e dificultando sua penetragdo no
gel. Outro indicio da presencga dessas ligacOes € que ligacdes dissulfetos internas sdo importantes
na estabilizacdo da estrutura da proteina, conferindo assim, a elevada estabilidade térmica e de
pH (CARNEIRO et al., 2013a). Podemos também relatar que a migragdo da proteina em SDS-
PAGE ¢ influenciada pela hidrodindmica e compactagdo da molécula, assim a presenca de
ligacdes dissulfeto pode levar a uma maior compactagdo, levando a uma migracdo mais rapida
em SDS-PAGE (CARNEIRO et al., 2013a).

Diferentemente da CCL II, CCL nao apresentou diferencas de migracdo entre a forma
reduzida e ndo reduzida, apresentando apenas uma banda de aproximadamente 17 kDa em ambas
condi¢coes (MARQUES et al., 2017), assim como a lectina CN que apresentou uma unica banda
de aproximadamente 15.600 Da (SCHRODER et al., 1990). J4 H-3 isolada da esponja Haliclona
caerulea, apresentou trés bandas na auséncia e presenga de 2-mercaptoetanol, de 18, 16 e 9 kDa
(CARNEIRO et al., 2013a). A lectina da esponja Axinella polypoides também apresentou padrao
heterogéneo com duas bandas de 15 kDa e 21 kDa em SDS-PAGE (BRETTING; KABAT,
1976), padrao semelhante a CCL II.

O valor da massa molecular encontrado através de cromatografia de exclusdao molecular
indica que CCL II é uma proteina homogénea, exibindo um tnico pico simétrico, com massa
estimada de 18 kDa. Esse comportamento de apresentar caracteristica homogénea por exclusao
molecular e heterogénea por SDS-PAGE, também foi observado com a lectina H-3 (CARNEIRO
et al.,2013a).
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As lectinas de esponjas podem possuir vdrios arranjos estruturais, podendo ser
monoméricas (KAWAGISHI er al., 1994), diméricas (CARNEIRO et al., 2013b), triméricas
(XIONG et al., 2006), tetraméricas (MARQUES et al., 2017) e multiméricas (MEDEIROS er al.,
2010).

Estudos posteriores deverdo ser realizados para observar as possiveis aplicagdes
biologicas da CCL II, ja que lectinas de esponjas marinhas t€ém sido evidenciadas como

importantes moléculas com potencial biotecnolégico.
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5. CONCLUSAO

Uma nova lectina presente na esponja marinha Chondrilla caribensis (CCL II) foi
purificada pela combinacdo das cromatografias de afinidade, intera¢do hidrofébica, troca idnica e
exclusdo molecular. A lectina possui elevada estabilidade térmica, sendo inibida apenas pela
glicoproteina fetuina, exibindo massa molecular nativa de 18 kDa e em SDS-PAGE duas bandas

de 14 kDa e 15 kDa em condicdes ndo redutoras e de 18 kDa e 20 kDa em condi¢des redutoras.
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