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RESUMO

As esponjas sdo animais pertencentes ao filo Porifera, um dos mais antigos e com organizagédo
celular mais simples dentre os metazoarios. O género Aplysina foi inserido a Ordem
Verongideae devido a presenca de compostos bromados com elevados efeitos bioldgicos
oriundos de seu metabolismo. Além destes compostos, lectinas, proteinas capazes de se ligar a
carboidratos sem alterar sua estrutura, ja foram identificadas neste género. As lectinas tém a
capacidade de interagir com glicanos alvos e desencadear respostas variadas, incluindo a
inibicdo do desenvolvimento de varios patdgenos. A determinacdo da sequéncia de
aminoacidos dessas proteinas é essencial para compreender melhor suas fungdes, porém nesses
organismos poucas estruturas primarias de lectinas foram completamente determinadas. Dentre
as lectinas purificadas de esponjas marinhas, apenas uma tem sua estrutura tridimensional
determinada. Dessa forma o objetivo desse trabalho foi caracterizar estruturalmente e avaliar o
potencial antibacteriano, em associacdo com diferentes antibidticos, e o efeito antibiofilme da
lectina da esponja marinha Aplysina lactuta (ALL). ALL é uma proteina de 15 kDa que se
oligomeriza formando um tetrdmero de 60 kDa. A lectina apresentou afinidade pelas
glicoproteinas fetuina, asialo fetuina, mucina tipo 111 e mucina submaxilar bovina tipo 1. As
sequéncias de duas isoformas de ALL, denominadas ALL-a e ALL-b, foram completamente
determinadas por espectrometria de massas em associa¢do com degradacdo de Edman. ALL-a
e ALL-b possuem 144 aminoacidos com massas moleculares de 15.736 Da e 15.985 Da,
respectivamente. Ambas possuem sequéncias de aminoacidos contendo residuos conservados
tipicos da familia das galectinas. As estruturas tridimensionais previstas de ALL-a e ALL-b
revelaram uma arquitetura de 3 sanduiche com duas folhas f antiparalelas. A previsdo do sitio
de ligacdo mostra as interacGes envolvendo os sacarideos como ocorre em galectinas. ALL €
uma proteina com potencial antibacteriano, quando em associacdo com a ampicilina a lectina
potencializou seu efeito antibidtico, além de inibir a formacdo biofilme. Dessa forma, ALL
mostra ser uma lectina com elevado potencial para elaboracdo de novos farmacos

antibacterianos.

Palavras-chave: esponjas marinhas; lectinas; estrutura primaria; sinergismo.



ABSTRACT

Sponges are animals belonging to the phylum Porifera, one of the oldest and with the simplest
cellular organization among the metazoans. The genus Aplysina was inserted into the Order
Verongideae due to the presence of brominated compounds with high biological effects arising
from their metabolism. In addition to these compounds, lectins, proteins capable of binding to
carbohydrates without altering their structure, have already been identified in this genus.
Lectins have the ability to interact with target glycans and trigger varied responses, including
inhibiting the development of various pathogens. Determining the amino acid sequence of these
proteins is essential to better understand their functions, but in these organisms few primary
lectin structures have been completely determined. Among the lectins purified from marine
sponges, only one has its three-dimensional structure determined. Thus, the objective of this
work was to structurally characterize and evaluate the antibacterial potential, in association with
different antibiotics, and the antibiofilm effect of the lectin from the marine sponge Aplysina
lactuta (ALL). ALL is a 15 kDa protein that oligomerizes to form a 60 kDa tetramer. The lectin
showed affinity for the glycoproteins fetuin, asialo fetuin, mucin type Il and bovine
submaxillary mucin type I. The sequences of two isoforms of ALL, named ALL-a and ALL-b,
were completely determined by mass spectrometry in association with degradation of Edman.
ALL-a and ALL-b have 144 amino acids with molecular masses of 15,736 Da and 15,985 Da,
respectively. Both have amino acid sequences containing conserved residues typical of the
galectin family. The predicted three-dimensional structures of ALL-a and ALL-b revealed a 8
sandwich architecture with two antiparallel B sheets. The binding site prediction shows
interactions involving saccharides as in galectins. ALL is a protein with antibacterial potential,
when in association with ampicillin the lectin potentiated its antibiotic effect, in addition to
having an antibiofilm effect. Thus, ALL shows to be a lectin with high potential for the

development of new antibacterial drugs.

Keyword: marine sponges; lectins; primary structure; synergistic.
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1 FUNDAMENTACAO TEORICA E JUSTIFICATIVA

1.1 Esponjas Marinhas

Inicialmente identificadas como plantas, devido a sua forma e auséncia de
movimento (SARA, 2021), as esponjas atualmente sio caracterizadas como animais, apesar
de suas caracteristicas bem distintas. Dados obtidos através de estudos de biologia molecular
sugerem que esses seres Vivos e outros animais mais complexos, evoluiram de um ancestral
em comum. S&o organismos benténicos (possuem o meio de vida séssil fixo ao substrato),
pertencentes ao filo Porifera (do latim porus = poro, ferre = portar), e sdo 0s metazoarios mais
primitivos que habitam o planeta (VAN SOEST et al., 2012).

Dentre os seres multicelulares, as esponjas sdo 0s que possuem um nivel de
organizacéo celular mais simples, composto por um sistema de filtragdo formado por canais
constituidos de estruturas flageladas (coandcitos). Entretanto, sdo altamente eficientes na
obtencdo de microparticulas de nutrientes, oxigenacdo, além de eliminacdo de compostos
toxicos através da passagem do fluxo de agua pelo seu corpo (MULLER; MULLER, 2003).
Esse sistema aquifero ndo é observado apenas em esponjas carnivoras, que utilizam uma
superficie externa pegajosa para capturar suas pequenas presas (TRAUTMAN; HINDI, 2001;
VAN SOEST et al., 2012).

As esponjas sdo predominantemente marinhas, porém algumas espécies podem
ser observadas em agua doce, apresentando tamanhos, aparéncia, cores, formas e
consisténcias bem variadas (SARA, 2021). Apesar de serem organismos sésseis, suas larvas
sdo maveis e nadam livremente de forma limitada no plancton até se fixarem ao substrato e
crescerem. Devido a facilidade de adaptacdo, relacionado ao seu bauplan (plano corporal)
praticamente inalterado ao longo de sua existéncia, as esponjas estdo amplamente distribuidas
em todo o globo e sdo observadas de forma vertical desde regides litorais a zona de mar
profundo e de forma horizontal dos tropicos a latitudes mais elevadas. Dessa forma, esses
animais também se mostram presentes em locais de climas bem distintos e a presenca desses
animais em zonas mais distantes pode se dar pela movimentagdo das correntes marinhas
(HOOPER; VAN SOEST, 2002; VAN SOEST et al., 2012).

O corpo dos poriferos contém diversos poros, denominados de 6stios, pelos quais
a agua penetra e o local pelo qual a agua é eliminada é o ésculo (DIAS, 2006). Por nao
possuirem tecidos e 6rgdos, as esponjas sdo formadas por células moéveis com elevada

capacidade se de diferenciarem umas das outras, o que confere plasticidade a forma de
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crescimento, responsaveis por suas funcdes vitais (HOOPER et al., 2002). As partes externas
e internas, assim como canais e cameras microscopicas das esponjas sdo cobertas por uma
camada de células achatadas em forma de T (pinacocitos), e na cavidade interna observa-se a
presenca dos coandcitos, responsaveis pelo sistema circulatorio (aquifero) dos poriferos. O
espaco entre 0s canais e as cAmaras é preenchido por uma matriz de colageno, denominada
mesoilo, onde podem ser observadas células livres denominadas amebdcitos (DE VOS et al.,
1991; VAN SOEST et al., 2012), e o seu esqueleto € formado por pequenas espiculas de
carbonato de célcio, silica ou por fibras de colageno (espongina) (BERGQUIST; DE COOK,
2002; EL- BAWAB, 2020).

As esponjas sdo importantes microhabitats aquaticos vivendo em simbiose com
outros diversos microrganismos, animais e vegetais. Os ambientes ocupados pelos poriferos
sdo de intensa competicdo fisica e quimica, fazendo com que as esponjas possuam um
metabolismo complexo, de forma que esses organismos em associagdo com seus simbiontes
produzem compostos bioativos para eliminar predadores e concorrer por espago com outras
espeécies, 0 que permite sua permanéncia no ambiente (MEHBUB, 2014; VAN SOEST et al.,
2012). De acordo com Puyana et al. (2015), dentre os invertebrados marinhos, as esponjas
sdo as maiores fontes de metabdlitos secundéarios, que ja foram isolados e descritos com
elevado potencial biotecnolégico. As esponjas marinhas forneceram os primeiros produtos
naturais marinhos, e a descoberta do nucleosideo espongouridina na década de 1950, levou
ao primeiro medicamento antiviral Ara-A (Vidarabina®) (SIGWART, etal., 2021). Até 2013,
foram relatados 24.662 novos compostos, denominados de Produtos Naturais Marinhos
(Marine Natural Products — MNPs), sendo que cerca de 32,4% foram isolados de esponjas
marinhas (PANGGABEAN et al., 2022). Dados compilados de estudos cientificos mostraram
que aproximadamente 80% dos MNPs pertenciam aos filos Porifera e Cnidaria com 47,1% e
33,5%, respectivamente (NIGAM et al., 2019).

O filo porifera possui cerca de 9200 espécies descritas e agrupadas em quatros
classes: Calcarea (do latim calcis = calcario), apresentam espiculas de carbonato de calcio
aculeiformes ou com trés a quatro raios, sendo que todas as espécies sdo marinhas;
Hexactinelidea (do latim hex = seis, aktis = raio, ellus = sufixo diminutivo), contém espiculas
silicosas de seis raios, corpo geralmente cilindrico ou em forma de funil, habitam &guas
profundas e também todas sdo marinhas; Demospongeae (do latim demos = povo, spongos =
esponja) possui espiculas silicosas ou de espongina (monoaxdnicas ou tetraxdnicas), com
apenas uma familia encontrada em &gua doce, sendo todas as outras de origem marinha; e

Homoscleromorfa (do latim homos = igual, skleros = duros, morphe = forma), espiculas
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ausentes, ou quando presentes séo muito pequenas e possuindo forma simples (GAZAVE et
al., 2012; KOHN et al., 2020; MCMURRAY; BLUM; PAWLIK, 2008).

A Classe Demospongiae € a maior do filo Porifera, representando cerca de 90%
de todas as espécies de esponjas. As esponjas desta classe possuem esqueleto formado por
fibras de espongina, que é exclusiva ao grupo, além de ampla variedade de cores e formas.
Podem ser encontradas tanto em agua doce como em &guas marinhas, devido a sua ampla
distribuicéo e variedade é o grupo que desperta maior interesse biotecnolégico (EHRLICH et
al., 2010; HOOPER; VAN SOEST, 2002).

A familia Aplysinidae é formada por esponjas que apresentam esqueleto formado
apenas por fibras esponjosas pontilhadas e dispostas em malha geométrica tridimensional.
Atualmente sdo descritas 15 espécies que estdo amplamente distribuidas na costa brasileira,
podendo ser mais frequentemente encontrada no Atlantico Tropical Sudoeste (ICMBIO,
2021; PINHEIRO; HAJDU; CUSTODIO, 2007). A espécie Aplysina lactuca foi descrita por
Pinheiro, Hajdu e Custodio em 2007, estando inserida na Classe Demospongeae, Sub Classe
Verongimorpha, Ordem Verongiida, Familia Aplysinidae, Género Aplysina (SISBR, 2021).

As esponjas pertencentes ao género Aplysina produzem muitos metabdlitos para
se defender de seus predadores no ambiente natural. Muitos compostos ja foram identificados
nesse género, dentre eles, os compostos bromados, que sdo muito utilizados para a
identificacdo dessas esponjas. Esses compostos estdo presentes em elevadas concentracoes, e
chega a representar cerca de 13% de seu peso seco, que além de mostrar papel na defesa
desses organismos, do ponto de vista ecolégico, o principal papel na funcédo bioldgica desse
composto seria na acdo antidepredatdria. Por outra parte, apresentam elevado potencial
biotecnoldgico, pois ja demonstraram acdo anticancer, antimalarico, antiflngicos,
antibacteriano, neuroprotetores e anti-histaminico (KAJAZANJIAN; FARINAS, 2006;
LACERDA, 2021).

Alguns estudos relatam que compostos de defesa obtidos de extratos da esponja
A. fulva possuem efeito antimicrobiano (KELLY et al., 2005). Além disso, trés extratos
obtidos de A. caissara mostraram efeito antituberculose (AZEVEDO et al., 2008).

Um composto nitrogenado que foi isolado da esponja A. fulva mostrou efeito
ansiolitico, nesse estudo foi realizado docking molecular com a finalidade de compreender

melhor a interagdo com o receptor da molécula em estudo (CESARIO et al.,2021).
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1.2 Lectinas

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que se ligam reversivelmente a mono ou
oligossacarideos de maneira que nao alteram a estrutura desses carboidratos, ou seja, nao
possuem acdo enzimatica e também ndo fazem parte de nenhuma classe de imunoglobulinas
(KILPATRICK, 2000).

Essas proteinas, inicialmente, foram identificadas em extratos de plantas e foram
denominadas hemaglutininas ou fitohemaglutininas, devido a capacidade de aglutinar
eritrécitos de diferentes grupos sanguineos (SHARON; LIS, 1972).

Boyd e Shapleigh (1954) propuseram o termo “lectina” (do latim legere =
selecionar) devido a capacidade desse grupo de proteinas em apresentar seletividade ao
interagir com carboidratos.

A primeira lectina isolada foi relatada por James B. Summer em 1919,
denominada Concanavalina A (ConA), obtida de sementes de Canavalia ensiformis. Em 1936
foi sugerido que a ConA era capaz de aglutinar eritrocitos devido a sua especificidade por
carboidratos presentes nas superficies das células sanguineas (SHARON; LIS, 2004). Em
1972, a estrutura primaria e a estrutura tridimensional da ConA foram elucidadas (VASTA,;
AHMED, 2008) e até a atualidade é umas das lectinas mais estudadas.

Os momentos importantes para o interesse no desenvolvimento de diversas
pesquisas sobre lectinas ocorreram nos anos de 1960, quando Nowel evidenciou que uma
fitohemaglutinina obtida do feijdo vermelho, Phaseolus vulgare, possuia a capacidade de
estimular mitose em linfécitos (VASTA; AHMED, 2008). Até entdo, acreditava-se que as
celulas de defesa ndo realizavam divisao celular; também nessa década, observou-se a primeira
demonstracdo do papel biologico dos aclcares da superficie celular in vitro, quando foi
comprovado que a ConA ativava a mitose em linfocitos pela sua ligacéo a carboidratos presente
na superficie celular (SHARON; LIS, 2004). Esses relatos mostraram que os papéis das lectinas
eram mais extensos do que simplesmente a hemaglutinacdo de células (TSANEVA; VAN
DAMME, 2020).

Apos essas descricdes, as lectinas foram cada vez mais estudadas e mais tarde
algumas lectinas de plantas exibiram relacdo com a inibicdo do crescimento de fungos
fitopatogénicos, como a WGA (Wheat Germ Agglutinin) que inibiu o desenvolvimento inicial
das cepas de Fusarium graminearum e F. oxysporum (CIOPRAGA et al., 1999). NbLRK1 de

Nicotiana benthamiana demostrou defesa contra oomicetos que causam lesfes marrons em
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culturas de importancia econdmica, como batata, tomate e cacau (KANZAKI et al., 2008).
Ambas as lectinas mostraram papel de defesa contra patdgenos.

Apesar de inicialmente terem sido mais estudadas em vegetais, atualmente ja se
sabe que essas proteinas estdo presente nos mais diversos taxons, sendo detectadas em
microrganismos, plantas, fungos e animais, e estdo envolvidas em diferentes processos
celulares, devido a sua especificidade de ligacdo aos carboidratos através dos seus Dominio
de Reconhecimento a Carboidratos (DRC). Essa caracteristica, além da capacidade de ativar
0 sistema complemento e opsonizacdo de possiveis patdgenos, faz das lectinas candidatas
promissoras para a producdo de novos farmacos (ELUMALAI et al., 2019; OGAWA et al.,
2011).

1.2.1 Lectinas de esponjas marinhas

As esponjas marinhas sdo um reservatorio de moléculas bioativas, dentre elas, as
lectinas. As primeiras lectinas de esponja foram relatadas por Dodd e seus colaboradores em
1968, que observaram atividade hemaglutinante em extratos das esponjas Cliona celata e
Axinella sp (DODD; MACLENNAN; HAWKINS,1968).

A partir de entdo, varias pesquisas foram realizadas e mostraram que as lectinas
isoladas de poriferos apresentaram diversas atividades bioldgicas: a lectina de Cinachyrella
apion apresentou atividade atitumoral em células do cancer cervical (RABELO et al., 2012);
H-3 de Haliclona caerulea demonstrou efeito antitumoral, ocasionando autofagia e apoptose
em células de MCF7 relativas ao cancer de mama (NASCIMENTO - NETO et al., 2018); a
lectina de Aplysina fulva (CARNEIRO et al., 2019) exibiu atividade antibiofilme in vitro; e
a lectina de Stylissa flexibilis (HUNG et al., 2018) mostrou atividade antibacteriana frente a
Vibrio parahaemolytiticus e V. alginolyticus.

Até o presente momento aproximadamente 45 lectinas de esponjas foram
purificadas, mas apenas algumas estdo classificadas em familias de acordo com suas

caracteristicas estruturais e especificidade de ligacdo (Tabela 1).

Tabela 1 — Familias de lectinas de esponjas.

Esponja Lectina Familia Afinidade de ligacéo
Aphrocallistes vastus APHRLEC Tipo C Galactosideos
Lubormiskia baicalensis Lb MBL Tipo C Manose
Chondrilla caribensis CCL Galectina Galactosideos
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Cinachyrella allocada CalL Galectina Galactosideos
Cinachyrella sp. CchGs Galectina Galactosideos
Geodia cydonium GCG Galectina Galactosideos
Halichondria Okadai HoL - 30 Galectina Galactosideos
Suberites dumuncula Sd galectin 1 Galectina Galactosideos
Suberites dumuncula Sd galectin 2 Galectina Galactosideos
Ephydatia fluvialitis Ef lectin Tachylectinas Lipopolissacarideos
Suberites dumuncula Sd lectin Tachylectinas Lipopolissacarideos

Fonte: A autora. Adaptado de Carneiro, 2017.

Lectinas do Tipo C representam uma superfamilia de proteinas, inicialmente
classificadas nesse grupo por serem dependente de Ca?*. Atualmente as proteinas inseridas
nesse grupo sdo caracterizadas por possuir um dominio CTLD (C-type lectin like domain)
contendo entre 115 e 130 aminoacidos, o qual possui uma arquitetura modular, formado por
uma alca dupla e com um motivo de sequéncia conservado. O motivo de sequéncia é formado
por quatro cisteinas responsaveis pela formacéo das duas pontes dissulfeto que estabilizam as
alcas. Lectinas presente nesse grupo estdo associadas a endocitose, interacao célula-célula e
adeséo celular (BROWN; WILLMENT; WHITEHEAD, 2018; VASTA; AHMED, 2008;).

As lectinas do Tipo S ou galectinas sdo proteinas sollveis, embora algumas
excecOes possuam dominio transmembrana, ligantes de residuos de f—galactosideos, algumas
mostram preferéncia por N-acetil-lactosamina (LacNac; GalB-1,4GIcNac) e dissacarideos
relacionados. Elas séo sintetizadas no citoplasma, encontradas tanto no ambiente intra como
no extracelular, secretadas de forma ndo convencional, pois ndo possuem peptideo sinal
(VASTA, 2016), e que apresentam um DRC altamente conservado, que contem cerca de 135
aminoacidos que é necessario para a sua funcédo biolégica (MARUSZEWSKA-CHERUIYOT
etal., 2021; SHARON; LIS, 2003).

Em vertebrados foram descritas 16 galectinas que sdo distribuidas em trés
subfamilias de acordo com sua arquitetura estrutural: proto, quimera e tandem. As proto
galectinas sdo dimeros ndo covalentes, onde cada cadeia possui um DRC (galectinas humanas
-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14, -15, -16); as quimeras exibem um DRC e outro dominio tipo
colageno, rico em lisina e prolina (galectina humana -3); e as tandem apresentam dois DRCs
em uma mesma cadeia polipeptidica, um no N- terminal e outro no C- terminal ,com base na
estrutura dos seus sitios de ligacdo, é provavel que sejam diferentes em a sua fina
especificidade e reconhecer ligantes distintos (galectinas humanas -4, -6, -8, -9 , -12)
(FIGURA 1.B) (BERTUZZI et al., 2020; VASTA, 2016; WANG et al., 2020).
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Em invertebrados foram descritas galectinas que possuem um DRC, e as tipo
tandem (como em vertebrados) contendo dois ou quatro DRCs; e uma Unica tipo quimera,
denominada GREP, identificada no molusco Biomphalaria glabrata, em que o dominio do
tipo galectina é localizado no C-terminal (GLECT) e unido por meio de uma regido
intermediéria curta (IRC) ao dominio de duas superfamilias de imunoglobulinas (IgSF1 e
IgSF2) separados por uma pequena regido de conexdo (SCR) e com o peptideo sinal (SD)
(FIGURA 1.A) (VASTA, 2016).

Figura 1 — Organizagdo do DRC de galectinas de invertebrados e vertebrados.

(A) (B)
1-CRD ’l Proto-type \/
W A
2-CRD 71 ) £
YW W Chimera |
acro | ’ A A
W W W W Tandem-repeat \/
-y
GREP
P igspr SR jgspr R GLEc/T
Fonte: VASTA, 2016. A) llustracdo esquematica do DRC de galectinas de invertebrados nos tipos (1 — DRC,

2 — DRC e 4 — DRC), e GREP - a Unica quimera de invertebrados. B) Os DRC dos 3 tipos de galectinas

identificadas em vertebrados.

As galectinas sdo intensamente estudadas e acredita-se que desempenhem papéis
importantes nas interacbes célula—célula, adesdo célula—matriz e sinalizacdo celular
(CUMMINGS, 2019; KILPATRICK et al., 2002). No espaco extracelular, essas lectinas além
de se ligarem a glicanos da superficie também podem reconhecer potenciais agentes
patogénicos e parasitas (VASTA, 2016). Estas proteinas parecem ter grande importancia
bioldgica por possuir elevada conservacdo ao longo de sua evolucdo e ampla distribuig&o,
devido sua ocorréncia em organismos dos mais diversos filos, além de estarem presentes em
diferentes locais celulares dos espécimes (RUBINSTEIN et al., 2004; NONAKA et al.,
2021).

Dentre as galectinas presente nos poriferos, as de Geodia cydonium estdo entre as

mais estudadas. Estas lectinas na presenga do ion célcio sofrem oligomerizagdo formando
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grandes complexos proteicos, cuja funcéo parece estar relacionada a coeséo entre as células
do animal (GARDERES et al., 2015; WAGNER - HULSMANN et al., 2006).

As Tachylectinas tém como principal caracteristica possuirem sequéncia de
aminoacidos com seis dominios repetidos. Essas lectinas mostraram ligacdo a
lipopolissacarideos (LPS) presentes nas paredes celulares de bactérias Gram-negativas, o que
indica sua possivel funcdo de defesa (ANGTHONG et al., 2017).

As lectinas de esponja, denominadas “Orfas”, ndo estdo inseridas em nenhuma
dessas familias, mas podem ser agrupadas de acordo com certas propriedades bioguimicas.
Garderes e colaboradores sugerem a classificacdo das lectinas orfas em; lectinas com ponte
dissulfeto intracadeias, ligantes de mucina e ligantes a N-acetil-D-glucosamina/ N-acetil—
galactosamina (GARDERES et al., 2015).

O conhecimento da sequéncia de aminoacidos de uma proteina é de grande
importancia para avaliar sua funcdo, familia que pertence, possivel estrutura tridimensional,
localizacdo, potencial biotecnoldgico, além de ajudar nos estudos taxondmicos e de evolucdo
das espécies, através da identificacdo de semelhancas entre as sequéncias de outras lectinas
que possuam dados estabelecidos (LEHNINGER; NELSON; COX, 2014; SHARON; LIS,
2004).

Os métodos mais utilizados para obter as estruturas priméarias das lectinas de
esponjas marinhas séo: degradacdo de Edman, espectrometria de massas e clonagem de DNA.
De todas as lectinas de esponja que possuem sua sequéncia de aminoacidos determinada,
apenas Haliclona caerulea e Chondrila caribensis tiveram sua sequéncia totalmente
determinada por espectrometria de massas (CARNEIRO et al., 2013; PFEIFER et al.,1993;
SOUSA, 2021; XIONG et al., 2006).

Dentre as lectinas de esponja ja isoladas e caracterizadas, apenas algumas

possuem estrutura primaria completamente determinada (Tabela 2).

Tabela 2 — Lectinas de esponja com estrutura primaria determinada

Esponja Lectina Familia Afinidade de ligacéo
Aphrocallistes vastus APHRLECC Tipo C Galactosideos
Cinachyrella sp. CchG Galectina Galactosideos
Geodia cydonium GCG Galectina Galactosideos
Suberites dumuncula GALEC1_SBDO Galectina Galactosideos
GALEC2_SBDO
Halichondria okadai HoL — 30 Galectina Galactosideos
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Chondrilla caribenses CCL Galectina Galactosideos
Ephydatia fluviatilis Ef lectin Tachylectina Lipopolissacarideos
Suberites dumuncula LEC_SuBDO Tachylectina Lipopolissacarideos
Axinella pollypoides AX -1 n.d. Galactosideos

AX -2
Haliclona caerulea H-3 n.d. N - Acetil- galactosamina

Fonte: A autora. Adaptado de CARNEIRO, 2017; GADERES et al., 2015; SOUSA, 2021. N4o determinado:
n.d.

1.2.2 Lectinas de Aplysina

Até o presente momento, foram relatadas cinco lectinas isoladas do género
Aplysina, das espécies A. arqueri, A. lacunosa, A. lactuca, A. fulva e A. cauliformis
(CARNEIRO et al., 2017; CARNEIRO et al., 2019; VIANA, 2021; MIARONS; FRESNO,
2000).

As primeiras foram Aal de A. arqueri e AlL de A. lacunosa, ambas isoladas a
partir de cromatografia de afinidade seguida de filtracdo em gel. AaL e AIL mostraram
afinidade por residuos de galactosideos ndo redutores, sua a massa molecular foi de
aproximadamente 16 kDa (na presenca e auséncia de agentes redutores) com massa molecular
nativa de 63 kDa, o que relaciona a sua forma homotetramérica com seu estado nativo
(MIARONS; FRESNO, 2000).

A lectina de A. fulva (AFL) foi isolada a partir de cromatografia de afinidade em
coluna Sepharose. AFL é uma proteina dimérica com afinidade por mucina e demonstrou
atividade antibiofilme sobre Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Escherichia coli
(CARNEIRO et al., 2019).

A Aplysina cauliformis lectin (ACL) obtida da espécie A. cauliformis foi
purificada a partir da combinacdo de cromatografias de afinidade, troca ionica e excluséo
molecular. A lectina mostrou capacidade de aglutinar eritrocitos de coelho e humanos do tipo
O, tratados com enzima e néo tratados, e afinidade, principalmente, por mucina estomacal
suina. Em SDS PAGE, ACL apresentou massa molecular de 65 kDa em condigdes ndo
redutoras e aproximadamente 35 kDa em condi¢bes redutoras. Como atividade
biotecnologica essa proteina foi capaz de aglutinar bactéria Escherichia coli (VIANA, 2021).
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1.2.2.1 Lectina de Aplysina lactuca

A lectina de Aplysina lactuca (ALL) foi purificada e isolada da esponja marinha
A. lactuca (CARNEIRO et al., 2017). ALL mostrou atividade hemaglutinante sobre
eritrécitos de coelho e humanos (A, B e O), tratados e ndo tratados com enzimas proteoliticas.
Essa atividade foi inibida por a-lactose, lactulose e principalmente pela glicoproteina mucina
estomacal suina. A lectina mostrou massa molecular media de 31.810 + 2Da, determinada
por ESI — MS (Espectrometria de Massas de lonizacgéo por Electrospray).

A partir de dados também obtidos por ESI- MS observou-se que essa lectina
possui 3 cisteinas envolvidas em ao menos uma ligacdo intracadeia e uma intercadeia. Além
disso, duas isoformas foram confirmadas nas preparacdes de ALL: ALL-a (15.737 Da) e
ALL-b (15.990 Da).

ALL causou redugdo significativa de biofilmes bacterianos e reduziuo nimero de
células vidveis das bactérias avaliadas (Sthaphylococcus aureus e E. coli) em todas as
concentracgdes testadas (CARNEIRO et al., 2017). Oito peptideos gerados a partir da digestao
com tripsina foram obtidos por Carneiro e colaboradores (2017), porém a estrutura primaria

de ALL néo foi ainda completamente determinada.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Caracterizar estruturalmente a lectina ALL presente na esponja marinha Aplysina

lactuca, avaliar seu efeito antibacteriano em combinacdo com antibioticos e antibiofilmes.

2.2 Objetivos Especificos

e Purificar a lectina ALL de Aplysina lactuca.

e Avaliar a afinidade de ALL por glicoproteinas.

e Estimar a massa molecular nativa de ALL.

e Determinar a estrutura priméria da lectina através da sobreposi¢cdo de peptideos
obtidos por degradacdo de Edman e espectrometria de massas (MS/ MS).

e Construir modelo da estrutura tridimensional e prever o sitio de ligacdo da proteina
por meio de modelagem estrutural.

e Avaliar o efeito antibacteriano da lectina em combinacdo com os antibidticos
ampicilina e tetraciclina.

e Avaliar a atividade de ALL sobre a formagéo de biofilmes.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta da esponja marinha

Espécimes da esponja marinha Aplysina lactuca foram coletadas atraveés de
mergulho autbnomo no Parque Estadual da Pedra da Risca do Meio, area litordnea de
Fortaleza, Ceara. A coleta e 0 acesso ao patriménio genético foram autorizados e regulados
pelos orgdos competentes (SISBIO ID: 33913-8 e SISGEN ID:AC14AF9).

3.2 Purificacéo da lectina

A lectina presente na esponja marinha Aplysina lactuca foi obtida seguindo o
protocolo previamente estabelecido por Carneiro e colaboradores (2017) com algumas
modificagdes.

As esponjas foram pesadas, cortadas em pedacos pequenos, maceradas,
homogeneizadas em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 8,0, contendo NaCl 150 mM e L- cisteina
5 mM (TBS/Cys) na proporcao de 1:2 (p/v). O extrato homogeneizado passou por filtracdo
em tecido de nylon para retencdo de particulas grandes, e posteriormente foi centrifugado a
9000 xg, por 25 minutos, a 4°C.

O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi submetido a precipitacdo com
(NH4)2S04 a 70% de saturacdo para precipitacdo das proteinas, apos 4 horas a 4°C a amostra
foi centrifugada a 9000 xg, por 20 minutos a 4°C. Em seguida, o precipitado foi solubilizado
em um pequeno volume de TBS/Cys e submetido a cromatografia de afinidade em matriz de
Sepharose™ 6B, previamente equilibrada com o tamp&o de extragdo. A fragdo nio retida foi
retirada com TBS/Cys. A lectina foi recuperada por meio da eluicdo com glicina 50 mM, pH
2,6, contendo NaCl 150 mM e L- cisteina. As fracdes eluidas foram reunidas, dialisadas
contra gua destilada, liofilizadas, e posteriormente submetidas a cromatografia de excluséo
molecular.

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada em uma coluna Sephacryl
S200 (2 x 60cm) acoplada a um sistema HPLC (High Performace Liquid Chromatography)
AKTA piire (GE Healthcare), a um fluxo de 1,0 mL.min. A coluna foi equilibrada e eluida
com TBS/Cys. As fragdes contendo a lectina foram reunidas, dialisadas contra agua destilada

e liofilizadas para uso posterior.
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Em cada passo de purificacdo, uma fracdo de 1 mL foi utilizada para a
determinacdo da concentragdo de proteinas sollveis totais pelo método de Bradford
(BRADFORD, 1976).

3.2.1 Derivatizacao da lectina de Aplysina lactuca ALL

Para evitar alteracdo na conformacao da proteina causada por um ambiente redutor
artificial, no caso, a adicdo de DTT ou L-cisteina, os residuos de cisteina de ALL foram
alquilados com lodoacetamida (IAA). A adi¢do de IAA forma um tioéter estavel que € resistente
a modificacdes. A proteina alquilada permanece estavel por periodos prolongados e mantém
suas propriedades funcionais (STOWELL et al., 2015).

Para isso, apds a eluicdo da proteina foi adicionado 20 mM de iodoacetamida a uma
solucdo de ALL, sendo em seguida submetida a dialise contra NaCl 150 mM. Apos diélise a
lectina foi recolhida e armazenada para uso posterior em uma solucdo de 0,5 mg.mL?, a
concentracdo foi obtida através do coeficiente de extin¢cdo molar da proteina.

A solucdo foi submetida a teste de hemaglutinacdo com sangue O para avaliar se a

IAA alterava a funcéo da lectina. A adicdo de IAA ndo modificou a atividade hemaglutinante.

3.3 Atividade hemaglutinante e estudos de inibi¢éo

Os eritrocitos humanos do tipo O foram obtidos junto ao hemocentro do Ceara
(HEMOCE). A lavagem dos eritrdcitos ocorreu 6 vezes em diluigdo de NaCl 150 mM na
proporcao de 1/10, posteriormente uma suspencao a 3% de eritrécitos foi preparada em NaCl
150 mM (v/v).

Os ensaios de hemaglutinacdo foram realizados segundo o método estabelecido
por Sampaio e colaboradores (1998). Nessa metodologia, 50 uL. de TBS foram adicionados
em pocos de placas de microtitulagdo de fundo V, seguidos de 50 pL da amostra a ser
analisada. Apos a adi¢do da amostra, foi realizado a diluicdo seriada em cada fileira de pogos
e, por fim, foram adicionados 50 pL. da suspensao de eritrécitos a 3%. Apds 1 h a temperatura
ambiente, a visualizacéo da atividade hemaglutinante foi feita a olho nu e expressa em titulos
de aglutinagdo (U.H.mL™), que representa a unidade inversa da maior diluicdo de amostra
capaz de aglutinar eritrocitos.

O ensaio de inibicdo seguiu 0 método também estabelecido por Sampaio e

colaboradores (1998), utilizando uma concentragdo de lectina capaz de causar 4 U.H.mL™.
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As concentragdes iniciais das glicoproteinas, fetuina, mucina estomacal suina tipo Il (PSM,
Porcine stomach mucin — Ill), mucina submaxilar bovina tipo | (MSB -I) e asialofetuina
foram de 1 mg.mL"'. Na placa de microtitulagdo com fundo em V, inicialmente foram
adicionados 50 uL de TBS em todos os pogos, seguido da adicdo de 50 uL da solucdo de
glicoproteina na primeira fileira ¢ diluidos serialmente. 50 pL da solugdo lectina com 4
U.H.mL foram entdo adicionados e a placa incubada por 1h. Finalmente, 50 pL da suspensio
de eritrocitos foram adicionados. Apds 1 h, a atividade hemaglutinante foi observada

macroscopicamente e determinada concentracéo inibitéria minima (CIM).

3.4 Eletroforese e estimativa da massa molecular por cromatografia de excluséo
molecular

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo dodecil sulfato de sodio (SDS
— PAGE) foi conduzida de acordo com Laemmli (1970), com objetivo de estimar a massa
molecular aparente, assim como avaliar a homogeneidade da lectina purificada.

Para estimativa da massa molecular nativa da lectina, a proteina foi solubilizada em
TBS + CYS e TBS sem a presenca da cisteina, ambas as amostras foram centrifugadas e
aplicadas em uma coluna BEH SEC Column 200 A, 1,7 pm (4,6 mm x 300 mm) acoplada a
sistema HClass-Bio Waters Corp. Ap6s o equilibrio da coluna com TBS, a amostra foi aplicada
e monitorada nas absorbéncias 280 nm e 216 nm.O tempo de elui¢do de cada amostra foi
utilizado para estimar a massa molecular mediante compara¢des com o tempo de eluicdo de
proteinas de massa molecular conhecida (tiroglobulina bovina, 669 kDa; apoferritina, 443 kDa;
B-amilase, 220 kDa; alcool desidrogenase, 150 kDa; albumina sérica bovina, 66 kDa; anidrase
carbonica, 29 kDa; lisozima, 14 kDa).

3.5 Determinacdo da estrutura primaria

3.5.1 Determinacéo da sequéncia de aminoacidos do N-terminal

A determinacdo da sequéncia do N-terminal da proteina foi obtida através da
degradacdo de Edman, que foi realizada conforme descrito por Carneiro et al. (2015)
utilizando um sequenciador automatico de proteinas e peptideos modelo PPSQ — 31-a
(Shimadzu).

Os PTH — aminoacidos da sequéncia N-terminal foram separados em uma coluna
Wakosil ODS de (2,0 x 250 mm), Wako Pure Chemical Corporation (Osaka, Japdo) conectada
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a uma bomba modelo LC-20 AT. A absorbancia foi detectada a 269 nm com detector UV-vis
SPD-20A.

3.5.2 Determinacao da sequéncia de aminoacidos por espectrometria de massas (MS/MS)

3.5.2.1 Digestdo da lectina com enzimas proteoliticas em gel

A lectina purificada foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida/dodecil
sulfato de s6dio (SDS-PAGE), corado com Coomassie Brilliant Blue (LAEMMLLI, 1970). As
bandas foram excisadas e posteriormente reduzidas e alquiladas com ditiotreitol (DTT) e
iodacetamida (IAA), respectivamente, como descrito por Shevchenko et al. (2007).

A digestdo da proteina ocorreu com a adicdo de quimotripsina (Roche) e tripsina
(Promega), os peptideos foram extraidos conforme protocolo de Shevchenko et al., (2007).
As digestdes foram realizadas em bicarbonato de aménio na proporcdo 1:50 p/p
(enzima/substrato). Todas as digest6es foram realizadas a 37°C por 16 horas.

A digestdo foi interrompida com a adigdo de 2 pL de acido férmico 2%, e 0s

peptideos foram extraidos do gel de acordo com Shevchenko et al. (2007).

3.5.2.2 Digestdo da lectina com enzimas proteoliticas em solugéo

A digestdo da lectina, com as enzimas proteoliticas Lys-C, Glu-C e Asp-N, foi
realizada em uma solucgéo de bicarbonato de aménio (BA) 50 mM, contendo DTT 10 mM e
IAA 50 mM, na presenca do surfactante RapiGest (Waters Corp), conforme instrucdes do
fabricante. As enzimas foram usadas na proporcao de 1:200 p/p e as digestdes foram mantidas

por 4 h a 37°C e interrompidas com 10 uL de acido trifluoroacético a 5%.

3.5.2.3 Sequenciamento dos peptideos obtidos por digestdo

Os peptideos oriundos da digestdo em gel e em solucdo foram injetados em uma
coluna de fase reversa C18 (75 um x 100 mm) em um sistema nanoAcquity (\Waters
Corporation, MA, EUA) e eluidos por gradiente linear de acetonitrila, contendo 0,1% de &cido
formico. Os eluatos foram infundidos diretamente em uma fonte de nanoeletrospray (ESI-
LC/MS).
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O espectrometro de massas operou em modo positivo na faixa de m/z 50 a 3000,
sob voltagem do capilar de 3,5 kV e temperatura da fonte de 363 K. As analises de LC-
MS/MS foram conduzidas de acordo com a funcdo DDA (Data Dependent Analysis — Analise
Dependente de Dados), sendo selecionados para analise de MS/MS ions precursores com
carga (z) entre 2* e 4%, onde foram fragmentados por Dissocia¢do Induzida por Colisao (CID),
utilizando argénio como gas de fragmentacéo.

3.5.2.4 Andlise dos dados

Os espectros coletados foram processados pelos programas MassLynx v4.1 e
ProteinLynx v2.4 (Waters Corporation). Os espectros de fragmentacdo foram interpretados
manualmente pelo uso da ferramenta PepSeq (Waters). Os aminoacidos Leu/lle foram
determinados pela especificidade da enzima quimotripsina (Roche), a qual cliva no C-
terminal de Leu, mas néo de lle.

As sequéncias de aminoacidos determinadas paras as isoformas ALL-a e ALL-b
foram depositadas junto ao banco de dados Uniprot (https://www.uniprot.org/), sob o0s
cédigos COHM19 e COHM20.

3.5.2.5 Anélise da sequéncia de aminoacidos

A similaridade de sequéncia de aminoacidos de ALL com proteinas conhecidas
foi avaliada no banco de dados de proteinas online, através da ferramenta BLASTp
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) disponivel no National Center for Biotechnology
Information (NCBI).

A ferramenta on line SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/) foi usado para
determinar a arquitetura de dominio da lectina. O alinhamento das sequéncias foi realizado
com o ESPript (https://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/).

A ferramenta on line ProtParam (https://web.expasy.org/protparam/) foi usada

para estimativa do coeficiente de extin¢cdo molar e pl da proteina.


https://www.uniprot.org/
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/
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3.6. Modelagem molecular e predicéo do local de ligacédo ao carboidrato

A estrutura tridimensional de ALL foi prevista pelo servidor on line I-TASSER
como descrito por ZHENG e seus colaboradores (2019). O servidor COACH foi utilizado
para identificar o local mais provavel do sitio de ligacdo ao carboidrato (YANG; ROY;
ZHANG, 2013).

3.7. Atividade antibacteriana

3.7.1 Microrganismos

Para o presente estudo foram utilizadas as seguintes cepas bacterianas:
Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698, S. epidermidis ATCC 12228,
S. epidermidis ATCC 35984, Escherichia coli ATCC 11303. As bactérias foram cultivadas em
meio Agar Triptona de soja (TSA; HIMEDIA, india) e incubadas a 37°C por 24 h. Apds o
crescimento no meio sélido, algumas coldnias isoladas foram removidas, inoculadas em Caldo
triptona de Soja (TSB) e incubadas durante 24h a 37°C. As células foram colhidas por
centrifugacdo durante 10 minutos, 9000 xg, a 4°C. As células foram suspensas em TSB e a
densidade celular de cada suspensdo bacteriana foi ajustada para a concentragéo final de 2 x 10°
(UFC.mL™), por densidade dptica de 620nm.

3.7.2 Atividade de ALL e CAM-ALL sobre o crescimento plancténico dos microrganismos

O efeito da lectina ALL sobre o crescimento planctdnico foi realizado segundo teste
de microtitulagdo em placas de poliestireno de 96 pocos de fundo em “U”. O experimento foi
realizado com a ALL e ALL alquilada com IAA (carboxiamidometil-ALL, CAM-ALL ) em
NaCl 150mM nas concentragdes de 250 a 3,9 pg.mL. Cada pogo da microplaca foi preenchido
com 100 pL de meio de cultura contendo as diferentes concentragOes da lectina. Em seguida,
foram adicionados 100 pL de células (2 x 108 células/mL) obtendo um volume final de 200 pL
em cada pogo. As placas foram entdo encubadas a 37°C, durante 24 horas a 120 rpm e
posteriormente a densidade Optica de cada poco foi registrada a 640 nm utilizando um leitor de
ELISA automatico (Synergy TM HT Multi- detection Microtiter Reader) para avaliar o

crescimento microbiano.
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3.7.3 Atividade da lectina combinada a antibiéticos

A avaliacdo do efeito de ALL e CAM-ALL combinadas aos antibidticos foi
realizada através do método checkerboard, descrito nos trabalhos realizados por Lechartier,
Hartkoom e Cole (2012) com adaptacGes. O termo checkerboard refere-se a multiplas
diluicbes com dois agentes antimicrobianos em concentragdes equivalentes, abaixo ou acima
das CIMs para os microrganismos testados. Este método consiste em colunas contendo
concentragdes diferentes da droga “A” diluidas ao longo do eixo X, e linhas contendo as
concentragdes da droga “B” ao longo do eixo y (LORIAN, 2005).

Para este estudo, foram avaliadas as combinacdes de ALL e CAM-ALL com os
antibioticos ampicilina (Amp) e tetraciclina (Tetra), contra todas as bactérias descritas no
item 3.7.1. Para cada combinacéo testada foram usados 25 pocos da microplaca de 96 po¢os
de fundo em "U", das linhas A a E, sendo o antibi6tico diluido no sentido vertical da placa,
das linhas A a E nas concentracfes da CIM, 1/2 x CIM, 1/4 x CIM, 1/8 x CIM e 1/16 x CIM,
e a lectina na concentragio constante de 125 ug.mL™ nas colunas 1 a 5. Tanto os antibioticos
quanto a lectina foram diluidos separadamente em placas de microtitulacao, e logo em seguida
foram misturados em nova placa, que foi preenchido com 50 pL do antibidtico, 50 pL da
lectina e 100 pL do indculo bacteriano previamente ajustado. A linha F foi usada como
controle da CIM do antibiotico, e a linha G como controle do crescimento bacteriano.

Logo apds a montagem das placas, estas foram incubadas a 37°C por 24 horas e
para a determinacdo da nova CIM em combinacdo, a D.O foi mensurada a um comprimento
de onda de 620 nm em leitor de microplacas (Spectramax).

Para bactérias que apresentaram valores iguais a 1/2 x CIM, consideramos efeito

aditivo; valores entre 1/4 e 1/16, efeito sinérgico.

3.7.4 Acdo das lectinas sobre a formacgéo dos biofilmes

Para avaliar a acdo da lectina sob a formacdo dos biofilmes foi utilizada a
metodologia baseada no teste em placas de microtitulagdo desenvolvido por Stepanovic e
colaboradores (2000), com algumas modificacdes (VASCONCELOS et al., 2014). As
amostras testadas foram ALL e ALL alquilada com IAA, denominada carboxiamidometil-
ALL (CAM-ALL).
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Todas as placas foram incubadas a 37°C durante 24 h em para o desenvolvimento
dos biofilmes. Apds o crescimento do biofilme, na presenca e auséncia de lectinas, o contetdo
de cada poco foi removido e os biofilmes foram lavados duas vezes com 200 uL/pogo de dgua
estéril com o objetivo de remover células fracamente aderidas. O procedimento foi realizado
em duas placas de microtitulacdo distintas, uma para a avaliagdo da biomassa total, e a outra

para a anélise do nimero de células viavel presentes nos biofilmes.

3.7.5 Quantificacdo da Biomassa

A biomassa do biofilme foi quantificada por coloracdo utilizando cristal de violeta.
Para a fixacdo do biofilme, 200 pL de metanol a 99% foram adicionados a cada po¢o por 5
minutos, passado este tempo o metanol foi removido e as placas foram deixadas secar a
temperatura ambiente. Em seguida, 200 pL de cristal de violeta 1% foram adicionados aos
pocos e apds 5 min o excesso do corante foi removido. Finalmente, 200 pL de acido acético
(33%, v/v) foram adicionados aos poc¢os para dissolver o cristal de violeta e a densidade dptica

foi medida a 590 nm.

3.7.6 Enumeracdo de células viaveis

Para a enumeracao de células, foi adicionado aos biofilmes bacterianos, 200 uL
de &gua estéril em cada poco e as placas foram colocadas em banho ultrassdnico operando a
50 kHz, durante 8 minutos. As suspensdes obtidas foram aliquotadas em tubos plasticos e
entdo foram realizadas dilui¢des seriadas de maneiras decimais. As dilui¢cbes da suspensédo
bacteriana foram entdo inoculadas em TSA (Triptona de soja). As placas contendo TSA foram
incubadas durante 24 h a 37°C, e o namero total de unidades formadoras de colénias por

mililitro (UFC/mL) foi enumerada.
3.7.7 Andlise estatistica
As analises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism® verséo

5.0 para Microsoft Windows®. Os dados de todos os ensaios foram comparados utilizando

analise de variancia (ANOVA), com o teste Bonferroni post-hoc.
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4. RESULTADOS

4.1 Purificacdo da lectina

ALL foi eficientemente purificada da esponja marinha Aplysina lactuca seguindo
0 protocolo estabelecido por Carneiro et al. (2017), com modificagdes. O pico contendo
atividade hemaglutinante foi eluido com glicina 50 mM, pH 2,6 contendo NaCl 150mM e L-

cisteina (Figura 2).

Figura 2 — Cromatografia de afinidade em coluna de Sepharose — 6B.
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Fonte: A autora. Cromatografia de afinidade em coluna Sepharose-6B equilibrada com Tris 50 mM NaCl 150
mM e L- cisteina 5 mM, pH 7.6. A coluna foi eluida com glicina 50 mM, pH 2.6, contendo NaCl 150 mM e L—
cisteina 5 mM. P2) FragGes contendo a lectina. Foram coletadas fragdes contendo 2 mL correspondentes aos

tubos 31 ao 45. O fluxo foi mantido a 2mL.min.

Apbs a cromatografia de afinidade a fracdo retida foi submetida a uma
cromatografia de exclusdo molecular. Nesta fase de purificacéo foi observado apenas um pico
sendo entdo as fragOes contendo atividade hemaglutinante eluidas entre 55 e 70 mL (Figura
3).
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Figura 3 — Cromatografia de exclusdo molecular.
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Fonte: A autora. Cromatografia de exclusdo molecular em coluna Sephacryl S 300 HR acoplada a um sistema
AKTA Pure (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada e eluida com tamp&o TBS, pH 7,6, com adi¢do de L-
cisteina 5 mM. O fluxo foi mantido em 1 mL.min"%.

A quantificacdo de proteinas pelo método de Bradford e os ensaios de atividade

hemaglutinante revelaram uma concentrag&o no extrato bruto de 1,12 mg.mL e titulo de 512
U.H.. Ja para a fracdo coletada da cromatografia de afinidade, a concentracéo de proteinas foi

de 0,33 mg.mL* com titulo de 1024 U.H. Valores de concentragdo de proteinas e titulo

hemaglutinante estdo resumidos na tabela 3.

Tabela 3 — Sumario da purificacdo de ALL.

Fracéo Proteina Atividade Rendimento Atividade Purificacéo *CMA
Total Total (%) especifica (vezes) (ng)
(mg) (U.H.mL-1) (U.H.mg?
Extrato 232,2 106.240 100 457 1 2,2
bruto
ALL 7,4 23040 217 3113 6,8 0,32

Fonte: A Autora. CMA-Capacidade Minima de Aglutinagdo (quantidade minima de proteina capaz de aglutinar

eritrocitos).



33

4.2 Atividade hemaglutinante e estudos de inibi¢éo

A atividade hemaglutinante da proteina foi realizada utilizando sangue humano
tipo O, em condicOes redutoras e ndo redutoras. Os resultados para as diferentes amostras
foram: 4096 U.H.mL* quando em ambiente redutor e 256 U.H.mL™ quando em ambiente
nédo redutor (Tabela 4).

Tabela 4 — Atividade hemaglutinante.

Amostra U.H.mL? U.H.mg
ALL + CYS 4096 2730
ALL +DTT 4096 2730

ALL Oxi 256 170

Fonte: A autora. Concentragdo da proteina de 1,5 mg.mL?
ALL foi inibida pelas glicoproteinas PSM-I11, BSM, fetuina e asialo fetuina com

uma minima concentragéo inibitdria (CIM) de 250 pg.mL™, 3,9 ug.mLt, 7,81 ug.mL* e 3,90
ug.mL, respectivamente (Tabela 5).

Tabela 5 — Inibicdo da atividade hemaglutinante de ALL por glicoproteinas

Glicoproteinas CIM*
Fetuina 3,90 pg.mL?
Mucina estomacal suina tipo Ill 250 pg.mL?
Mucina submaxilar bovina tipo | 3,90 pg.mL?
Asialofetuina 7,81 pg.mL?

Fonte: A autora. * Concentracdo inibitoria minima
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4.3 Eletroforese e estimativa da massa molecular por cromatografia de excluséo
molecular

A massa molecular estimada de ALL por SDS-PAGE, na auséncia de agente
redutor, foi de aproximadamente 30 kDa, e também uma de 15 kDa. Quando adicionados
agentes redutores aos tampdes de extracdo e eluicdo, a lectina apresentou massa molecular
estimada de 15 kDa (Figura 4).

Figura 4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida de ALL
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Fonte: A autora. MW: Marcador molecular. 2 e 3: ALL sem agente redutor (80 e 40 g, respectivamente). 4 e

5: ALL na presenca de agente redutor (80 e 40 pg, respectivamente).

Em cromatografia de exclusdo molecular os perfis de eluicdo, das amostras
oxidadas (sem agentes redutores na preparagdo) e reduzidas, apresentaram perfis diferentes
(Figura 5).
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Figura 5 — Cromatografia de exclusédo molecular de ALL.
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Fonte: A autora. Cromatografia de exclusdo molecular de ALL. Foram aplicadas 50 pL de ALL 1 mg.mL ! em
coluna BEH SEC Guard Column 200 A, 2,5 um, 4,6 mm x 30 mm acoplada a sistema Acquity UPLC Waters
Corp. A) Excluséo molecular de ALL oxidada; B) Excluséo molecular de ALL + cisteina; C) Exclusdo molecular
de ALL oxidada e ALL + cisteina. Calibracdo da coluna: tiroglobulina bovina, 669 kDa; apoferritina, 443 kDa;
B-amilase, 220 kDa; alcool desidrogenase, 150 kDa; albumina sérica bovina, 66 kDa; anidrase carbonica, 29
kDa; lisozima, 14 kDa.

ALL oxidada apresentou, apds um tempo de retencdo de 8,69 minutos, um pico
simétrico com massa calculada em aproximadamente 80 kDa. ALL em condigdes redutoras,
apresentou ap6s um tempo de retencdo de 9,09 minutos, um pico simétrico com massa

calculada em aproximadamente 60 kDa.



4.4 Determinacao da Sequéncia de Aminoacidos

4.4.1 Sequéncia de aminoacidos do N- terminal
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A sequéncia do N-terminal de ALL foi obtida através da degradacdo de Edman.
Os 15 primeiros aminoécidos da proteina foram !DHIDLEFDVGQCIQA™. A sequéncia de

aminoéacidos do N-terminal foi confirmada por peptideos obtidos por meio de espectrometria

de massas (MS/MS) oriundos da digestdo com Glu-C e Asp-N.

4.4.2 Sequéncia de aminoacidos por espectrometria de massas (MS/MS)

Apés realizada a digestdo da proteina com as enzimas, tripsina, quimotripsina,

Glu-C, Asp-N e Lys-C, foram gerados varios peptideos, dos quais 22 foram utilizados para a

determinacdo da sequéncia primaria de aminoéacidos de ALL-a e 26 para a determinagédo da

estrutura primaria de ALL-b.

A diferenca entre alguns aminoacidos contribuiu para a determinacéo da estrutura

priméria de duas isoformas de ALL. (Tabela 7).

Tabela 6 — Sequéncia de peptideos utilizados para obten¢do da estrutura primaria de ALL — a.

m/z Sequéncia M. obs. M.cal. A

(Da)
G 362.13 DHIDLE 740.18 740.33 0.15
G 647.27 IATYAYRTPVNTVSRVE 1938.78 1939.01 0.23
G 797.99 FGNSGNDAVLRKLCVVYPAPS 2390.87 2391.18 0.31
T 725.33 TSVNLVASDGTVVLHVDYRK 2171.99 2172.15 0.16
T 754.62 HSGGQPSTGKPWONLLLLNSK 2260.84 2261.19 0.35
T 745.04 TPVNTVSRVEFGNSGNDAVLR 2231.10 2231.12 0.02
T 631.27 LCVVYPAPSK 1260.47 1260.63 0.10
T 486.72 DIATYAYR 971.43 971.47 0.04
K 547.91 LGGSWGTEEKVHDVK 1640.67 1640.81 0.14
K 704.32 QDADFSLELNQK 1406.6244 1406.66 0.04
D 898.24 DVGQCIEASYTAPTAGR 1794.43 1794.82 0.39
D 420.4 DGTVVLHV 838.25 838.45 0.20
D 548.17 DFSLELNQK 1092.26 1092.54 0.28
D 436.2 DYTGCKQ 870.58 870.35 0.23
D 734.64 DLATYAYRTPVNTVSRVQF 2199.94 2200.12 0.19
D 909.91 DAVLRKLCVVYPAPSK 1814.78 1814.95 0.17
Q 508.22 RKHSGGQPSTGKPW 1521.62 1521.78 0.16
Q 537.78 LLNSKLGGSW 1073.54 1073.58 0.04
Q 1057.67 GTEEKVHDVETTIVYNDY 2112.37 2110.96 1.4
Q 697.78 SIELNQKDIAT 1393.53 1393.70 0.17
Q 744.68 EDLATYTY 974.42 974.42 0.00
Q 511.27 CVVYPAPSK 1019.48 1019.51 0.03
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Fonte: A autora. Peptideos obtidos das enzimas: (G) Glu — C; ( T ) Trypsina; (D) Asp — N ; (Q) Quimotripsina.

m/z: massa/ carga. M. obs: massa observada. M. cal.: massa calculada. A: M. cal — M. obs.

Tabela 7 — Sequéncia de peptideos utilizados para obtencéo da estrutura priméaria de ALL —b.

m/z Sequéncia M. obs. M.cal. A

(Da)
G 362.63 DHIDLE 740.18 740.33 0.15
G 844.67 LNQKDIATYAYRTPVNTVSRVQFDDQGYD 3376.41 3376.63 0.22
T 725.33 TSVNLVASDGTVVLHVDYRK 2171.99 2172.15 0.16
T 783.84 HWGGNPSTGKPWONILIINSK 2347.06 2346.22 0.83
T 631.27 KLCVVYPAPSK 1260.47 1260.63 0.10
T 486.72 DIATYAYR 971.43 971.47 0.04
T 624.79 SPVNTVSRVQFDDQGYDAVLKR 2494.10 2494.24 0.14
T 567.24 LCVVYPAPSK 1132.46 1132.59 0.13
T 704.32 QDADFSLELNQK 1406.62 1406.66 0.04
T 690.82 YTAPTTGRTSVNL 1379.65 1379.70 0.05
K 562.79 LVASDGTLVLH 1123.55 1123.62 0.07
K 425.89 AYRTPVNLVSR 1274.65 1274.71 0.06
K 634.27 YTAPTTGRTSVN 1266.54 1266.62 0.08
K 547.91 LGGSWGTEEKVHDVK 1640.67 1640.77 0.11
D 913.21 DVGQCIEASYTAPTTGR 1824.40 1824.83 0.42
D 963.27 QASYTAPTTGRTSVNIVAS 1923.54 1922.97 0.56
D 420.4 DGTVVLHV 838.26 838.45 0.19
D 839.26 YRKHWGGNPSTGKPWOQNILIINSKLGGSWG 335141 3350.74 0.67
D 548.17 DSFLELNQK 1092.26 1092.54 0.28
D 436.2 DYTGCKQG 870.58 870.35 0.23
D 909.91 DAVLRKLCVVYPAPSK 1814.78 1814.95 0.17
Q 537.78 LLNSKLGGSW 1073.54 1073.58 0.14
Q 1030.54 TAPTTGRTSVNLVASDGTVVL 2058.05 2058.09 0.04
Q 697.78 TVELNQKDLATY 1393.53 1393.70 0.17
Q 867.71 AYRSPVNTVSRVQFDDQGYDAVL 2599.17 2599.26 0.09
Q 511.27 CVVYPAPSK 1019.48 1019.51 0.03

Fonte: A autora. Peptideos obtidos das enzimas: (G) Glu — C; (T) Trypsina; (D) Asp — N; (Q) Quimotripsina;

(K) Lys-C. m/z: massa/ carga. M. obs: massa observada. M. cal.: massa calculada. A: M. cal — M. obs.

Ambas as sequéncias de aminoacidos, ALL-a e ALL-b, contém 144 aminoacidos

(Figura 6), cujas somas das massas dos aminodacidos resultam em massas moleculares médias
de 15736 = 2 Da e 15985 + 2 Da, respectivamente.
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Figura 6 — Sequéncias de amino&cidos das isoformas de ALL- ae ALL- b.

ALL - a
DHIDLEFDVG QCIQASYTAP TAGRTSVNIV ASDGTVVLHV DYREHSGGEP STGKPWQNIL IINSKLGGSW
‘G.wz l;l ______ Deos.24 | _________ T725.33 - ——— | ‘ _________ T754.62  —————— ‘ |___
—D420.4_ |,,,,Qw¢ 2z ,,,l ‘,,Qqa -38_ ‘
GTEEEVHDVE TTIVYNDYTG CEKQDADEFSLE LNQKDIATYA YRTPVNTVSR VEFGNSGNDA VLEELCVVYP APSK
‘ ,,,,,, QIC-ST-‘,GT ,,,,,, | ——D548-17 |,Té86.72,‘ | ,,,,,,,,, T745.04 | |,,,T651 4#,,‘
,KS%T.BI J— ‘ ,,:.-ﬁ?i‘:, |,,,QGB".'-‘E,,, ‘ ‘ ,,,,,,,,, Q'-‘éé.GE ,,,,,,,, ‘ |,,Q.Jll 27_ ‘
| ———K° I
ALL - b
DHIDLEFDVG QCIQASYTAP TTGRTSVNIV ASDGTVVLHV DYRKHWGGNP STGKPWQNIL IINSKLGGSW
‘G.}n4 lal ,,,,,, peis.2i | ,,,,,,,, T725.33 | | ,,,,,,,,, K783.84 | ‘,,,
| ________ QlDSD.‘é ________ | |__Q,5 éﬂ__l
‘,,,Kuai z ,,,l ‘,,,KJ&. 9,,,|

GTEEEKVHDVE TTIVYNDYTQ CGQDADFSLE LNQKDIATYA YRSPVNTVSR VQFDDQGYDA VLRELCVVYP APSK

‘ ______ Ql 057.67 ______| ——548.17 | - T4 466.72_ || -—————————— TE24. 9________| ‘__T.,G 24 _ ‘

_____ —D4%36.2- |___Q69." ___‘ ‘__________QEG..?].__________‘ |__Q.;ll 4.__‘

_TSET.EFI___‘ |___KTD4_.32___‘ |___Ké25.89__‘ ‘ ______ DS09.21 ‘
| ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, GB44.67 |

Fonte: A autora. As duas estruturas primarias das isorfomas ALL- a e ALL - b foram obtidas através da
combinacdo dos dados por degradacdo de Edman e digestdo enziméatica com Glu -C (G), Asp — N (D), tripsina
(T), Lys-C (K) e quimotripsina (Q). Os amino&cidos sublinhados foram obtidos por degradacédo de Edman. Os
aminoacidos em vermelho representam pontos de microheterogeneidades A/T e K/H em ALL-a; S/T e K/H em
ALL-b.

Neste trabalho, foram localizadas 3 cisteinas nas posi¢des 12, 91 e 136, em ambas
as cadeias (Figura 7).

Quando comparadas, ALL-a e ALL-b, é possivel observar 11 pontos de variacao
nas seguintes posicdes: A/T?2, S/W*, K/N*, T/S113 E/Q?2, 14GNS/DDQ?, N/Y1%8, Estas
variacOes sdo responsaveis pela diferenga entre as massas moleculares de ALL-a e ALL-b.
Os aminoacidos A??, S K* T3 E122 124GNS?6 N2 estjo presentes na isoforma de
massa 15.737 + 2 Da, denominada ALL-a; enquanto T22, W*6, N*°, S113 Q122 124pp Q126 y128

estdo presentes na isoforma de massa 15.988 + 2 Da, denominada ALL — b (Figura 7).
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Figura 7 — Alinhamento entre as isoformas ALL - ae ALL - b

1 10 20 30 40 50 60

ALL-a> DHIDLEFDVGQCIQASYTAPTINGRTSVNIVASDGTVVLHVDYRKHBGGIPSTGKPWONIL
ALL-b> DHIDLEFDVGQCIQASYTAPTWGRTSVNIVASDGTVVLHVDYRKHGGPSTGKPWONIL
consensus>50 DHIDLEFDVGQCIQASYTAPTaGRTSVNIVASDGTVVLHVDYRKHsSGGnPSTGKPWQNIL

T * * *

70 80 109 119 129
ALL-a> IINSKLGGSWGTEEKVHDVETTIVYNDYTICIQDADFSLELNQKD IATYAYRIPVNTVSR
ALL-b> IINSKLGGSWGTEEKVHDVETTIVYNDYT QDADFSLELNQKDIATYAYRBIPVNTVSR

consensus>50 IINSKLGGSWGTEEKVHDVETTIVYNDYTqQCgQDADFSLELNQKDIATYAYRsSPVNTVSR

e :

ALL-a>
ALL-b>

F.GIDAVLRKLCVVYPAP SK
8 F GMDAVLRKLCVVYPAPSK
consensus>50 V#Fd#qGyDAVLRKLCVVYPAPSK

* ok k kX

\4
4
Fonte: A autora. ALL —ae ALL —b (Isoformas de Aplysina lactuca lectin) *microheterogeneidades observadas

entre as isoformas a e b da lectina da esponja marinha Aplysina lactuca. Setas verdes representam as cisteinas.

Outras isoformas oriundas de ALL-a e ALL-b foram identificadas nos espectros
obtidos por MS/MS. As microheterogeneidades foram observadas nos aminoacidos K/ H#4,
presente nas duas sequéncias, e em ALL-a A/T*% e ALL-b T/S3 (Tabela 8).

Tabela 8 — Microheterogeneidades observadas nas isoformas de ALL

m/z Sequéncia M. obs. M.cal. A

(Da)
Q 867.71 AYRSPVNTVSRVQFDDQGYDAVL 2599.17 2599.26 0.09
K 425.89 AYRTPVNLVSR 1274.65 1274.719 0.06
T 486.72 DIATYAYR 971.43 971.47 0.04
Q 557.26 TYRTPVNTVSRVEF 1667.73 1667.86 0.13
T 631.27 KLCVVYPAPSK 1260.47 1260.63 0.10
T 635.87 KLCVVYPAPSH 1269.50 1269.65 0.15

Fonte: A autora. Peptideos obtidos das enzimas: (G) Glu — C; (T) Trypsina; (D) Asp — N; (Q) Quimotripsina;
(K) Lys-C. m/z: massa/ carga. M. obs: massa observada. M. cal.: massa calculada. A: M. cal — M. obs.

O ponto isoelétrico de ALL-a e ALL-b é de 5.75 e 5.01, respectivamente,
indicando que ambas sdo proteinas &cidas associado ao elevado nimero de aminoacidos

acidos, principalmente acido aspartico (D).
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4.5 Dominio Conservado

A sequéncia de aminodcidos das isoformas de ALL foram submetidas ao
programa Smart, um recurso online utilizado para a anotacdo de dominios de proteinas e
andlise de arquiteturas de dominio. A ferramenta indicou uma arquitetura de dominio do tipo
galectina para ALL-a localizada entre as posicdes I e V1*8 e também para ALL-b localizada
entre as posicdes I° e R, com e-value de 0,0031 e 0,0111, respectivamente.

O alinhamento de ALL-a e ALL-b com proteinas encontradas no programa online
BLAST revelou os seguintes resultados: ALL-a apresentou 22% de identidade e 44% de
similaridade com uma proteina ndo caracterizada da esponja marinha Amphimedon
gueenslandica (XP_011408566.2), 25% de identidade e 41% de similaridade com uma
galectina — 4 da isoforma X2 de Camponotus floridanus (XP_011268276.1), uma espécie de
formiga, e 25% de identidade e 51% de identidade com a galectina — 8 da isoforma X1 de
Camponotus floridanus (XP_ 011268275.1) (Figura 8).

Figura 8 — Alinhamento de ALL - a com proteinas similares identificadas no programa BLAST.

1 10 20 30 40 50
ALL-a> DHIDLEFDEEOC T AS Y TAIRTAC b'I‘SV I,AS CTVVLHVDYR H GKPSTGEKIgW . .QN
galectin—-4 . . .. .|. YN E'F,#;, LQF ,,L GY PE 5V [-Z;;‘LLLL-'L} LDRG
galectin—-8 . ... .[.. NVLSK LIFLOF LEKIJT GY A\LHFN|dRLDRG
PREDICTED: . ... .[OF S SRAVEVRY J__IN PTMLC ‘_YDAH. l‘_L.J_ VF:W TR

consensus>50 . . . .. eanle'qlq%lthsallltnylpenasrfsvnltcktanlalhfnPrldrg

) 80 20 100 110
ALL-a> > T KVHDVJ.TT ..l-.Y[D\L( .. .CKQDADIASLEL QKDIA'I‘,A‘,’
galectin—4 EN TCSE sCIFRRN :,.,‘VILJ" TNDA|. QIAIRIGEHFCSF :‘,
galectin—-8 = N 3 I "RRN ILMIFCTNDA. QIA l =:L- H E
PREDICTED : H RE R(F 'FSSG PiTVR\,E ...... AHHSHPIYPT T LV RILH’% RH

consensus>50 ii l rNt rqusWenEEtcspaessgc.\.fvrnsymhlm.\.fctnda Fq:.a:.quhfcs SYYy

120 130 140
ALL-a> AT | J VSRVEFGNSGNDAVLE \'CV.Z" P AP SK
galectin—4 L P L ) A\LEVNGTIEDIRTI OMNLEFVYPDPN|.
galectin-8 R LAD \LEVNGTIEDIRT ] L | LEVYPI >N .
PREDICTED : R JNTIN LRNI‘»ITJ\TJ\A.SS!KPA\I ........ -
consensus>50 lpvnditavevngtiedirtrgLnlfvypdpn.

Fonte: A autora. ALL - a (Aplysina lactuca lectin, isoforma a). Galectin-4 (Galectina da isoforma X2 de
Camponotus floridanus). Galectin-8 (galectina da isoforma X1 de Camponothus floridanus). PREDICT.

(Proteina ndo caracterizada de Amphimedon queenslandica).

ALL-b apresentou 23% de identidade e 45% de similaridade com uma proteina
néo caracterizada da esponja marinha Amphimedon queenslandica (XP_011408566.2) e 30%
de identidade e 44% de similaridade com uma proteina hipotética de Spodoptera frugiperda

(KAF9823320.1), uma espécie de lagarta que ataca cultivo de milho (Figura 9).
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Figura 9 — Alinhamento de ALL - b com proteinas similares identificadas no programa BLAST.

ALL-b>
PREDICTED:
hypothetical
consensus>50

29

ALL-b> "KL G[G]s KV Tx - TTTV)YND)Y TQC/GOD A
PREDICTED: L TY|Y NKR RPR IFDIF S S|G V[P I[TIVRV umf
hypothetical Y|T S|GK S G| ‘t \PLVR EHFE :xQ |CINJA DN

consensus>50 ' Nsy « Qe WGhEE PR - b ACT - SRTREN q dFs:.elNgk‘ ‘yR p'ntv

120 130 140
ALL-b> RVQFDDQGIYDAIVLRKLICVVYPAPSK
PREDICTED: NIVFWWAG|SSAKPAKLII . ... .. ..

hypothetical HVNVD|. .[l|. .[.]. . .[.. Lo wpevie sy siiess
consensus>50 .!qfd..g..a...kl.........

Fonte: Autora. ALL — b (Aplysina lactuca lectin, isoforma b). Predict (proteina ndo caracterizada de

Amphimedon queenslandica). Hypothetical (proteina hipotética de Spodoptera frugiperga).

ALL-a e ALL-b também possuem similaridade com galectinas identificadas em
esponjas, ALL-a apresentou 38% de identidade e 72% de similaridade com a galectina de
Chondrilla caribensis (SOUSA et al., 2021), 26% de identidade e 66% de similaridade com
a galectina de Geogia cydonium (CAA63818.1),, 23% de identidade e 64% de similaridade
com a galectina de Cinachyrella sp. (BAM09153.1), 10% de identidade e 60% de
similaridade com a galectina 1 de Suberites domuncula (CAD37940.1) e 10% de identidade
e 57% de similaridade com a galectina 2 de Suberites domuncula (CAJ43112.1).

ALL-b apresentou 38% de identidade e 73% de similaridade com a galectina de
Chondrilla caribensis (SOUSA et al., 2021), 27% de identidade e 66% de similaridade com
a galectina de Geodia cydonium (CAA63818.1), 25% de identidade e 66% de similaridade
com Cinachyrella sp. (BAM09153.1), 12% de identidade e 59% de similaridade com a
galectina 1 de Suberites domuncula (CAD37940.1) e 9% de identidade e 56 % de similaridade
com galectina 2 de Suberites domuncula (CAJ43112.1) (Figura 10).
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Figura 10 — Alinhamento de ALL - ae ALL - b com galectinas de esponjas marinhas.

1 30
ALErR®: 0 G s aa eaes s DHIPD|LE.F|D T|AJTIAG R|T|S|[VN I[V|A S|D|G
RALT=b>: 5 s e i ¢ DHI LEZ D A)T|T|GR|T|S|VN I|VIA SD|G
- 2 ¢ A 0 A e WV ( G RID|L|N L. T[V|D A|D|G
LECTIS> = eie eevs wis VFGDLKL‘TVP.JLT‘.'-T‘ G JINLMTMZD
Cinachyrella  ........ TGPIQS|IKVDPMKSG J K|(G ;LYLYN_t K[C
GalectinlSubdo .. s o sieve siwin el |slels o]t 64T T R AIDIN[FMS L
Galectin2Subdo MGDKIGKPVDHARSELGEF|TPGMF[V Y i T RLKINFLNUD
consensus>50 .. ............ d...f.vgq.iq..!t.Pt.gr.s...v.
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ALL-a> ND Y T[G|CK].
ALL-b> L ANDYT'[CG... |
CcCL [ I LIS K s G HVINNF Y[FTPG|THVTLG[D|KS|.|. .[ND|G}
LECT1> [ VL =B G QTE‘.VHrTGL’E'FPAN ‘VKTRVLEVS: ‘
Cinachyrella E (T VLRISKF G G|P[EVIRPIEIGFPIFPCCIE Y[VS T I|T|VR
GalectinlSubdo \% E E[R[P|YN - (e QPTiJVT
Galectin2Subdo I K/GK D V|E/LM
consensus>50 SR
ALL-a> [PTIATYA[YR /N|T . [VISRIVEF GN|SG VvV BIB K s wisi % 32 %% o
ALL-b> D TATY|AlY R[S N|T . [VISR[VQFDD|QG YD} > PISK . o o o v v v seeenennnas
CcCL [QVATY I N|S . [VIKE 3 S|G|TD|ILW | .....................
LECT1> DITTF|S|YR[PG VRHIT|CK. .[GLIEH VYN e eowiovanes sieve smwrevace o
Cinachyrella :' Y R ‘ VFIQDQGRAISEITAQLESLSAY|Y . ¢ ¢ e ¢ e e a e s eeoeeoeses
GalectinlSubdo R § .TLCSGR‘ TPIIKVWTGKAL !DF?VAQ_‘>T_.:\DM?QLRLAS
Galectin2Subdo '»\;,, El. .[V VKCIQICEGN|GTNLLAFVGKVLPDFDVGKAVYIHGRAPTEDGF
consensus>50 Piile sumys sy mrens stulle syedekbne s

Fonte: Autora. ALL- a e ALL — b (Aplysina lactuca lectin, isoformas a e b, respectivamente). CCL (galectina
de Chondrilla caribensis). LECT1 (Gene que codifica as 3 isolectinas de Geodia cydonium). Cinachyrella
(Galectina de Cinachyrella sp.). Galectin1Subdo e Galectin2Subdo (Galectinas 1 e 2 de Suberites domuncula).

Quadros vermelhos indicam os residuos de aminoacidos que permaneceram idénticos nas diferentes sequéncias.

O dominio altamente conservado em galectinas foi identificado em ambas as
isoformas de  ALL: ®LHFNPRF*, %2VLN® "WG'2, E™R' 8®fFpF®2e G
(HIRABAYASHI; KASAI, 1993; SOUSA et al., 2021), com modificagdes.

Em ALL-ae ALL-b os residuos do heptapeptideo principal *LHFNPRF*, foram
alterados para ¥LHVDYRK*. O Tripeptideo %2VLN® foi modificado para S!IIN®3. O
dipeptideo "*WG" esta localizado na posicdo WG e o residuo E’* esta localizado na
posicido E™® em ALL-a e ALL-b. O R’® foi alterado para K™ em ambas as isoformas. O
tripeptideo 8°FPF®? foi substituido por °VET®! na sequéncia de ambas as isoformas (Figura
11).

Apesar de ndo estarem inseridos no dominio tipico de galectina, os residuos de
aminoacidos Y, P?°, L% e L% permaneceram idénticos em todas as galectinas de esponja
(Figura 11).



43

Figura 11 — Alinhamento do DRC de ALL com outras galectinas de esponja
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Fonte: Autora. ALL-ae ALL — b (Aplysina lactuca lectin, isoformas a e b, respectivamente). CCL (galectina
de Chondrilla caribensis). LECT1 (Gene que codifica as 3 isolectinas de Geodia cydonium). Cinachyrella
(Galectina de Cinachyrella sp.). Galectin1Subdo e Galectin2Subdo (Galectinas 1 e 2 de Suberites domuncula).
Retangulo roxo identifica a posicdo do dominio de reconhecimento a carboidratos. Setas roxas: residuos
idénticos do DRC em todas as galectinas de esponja. Setas laranjas: residuos de aminoacidos idénticos nas

galectinas de esponja ndo envolvidos na ligagdo ao carboidrato.

ALL possui um tnico DRC, o alinhamento das sequéncias de aminoacidos das
isolectinas (ALL-a e ALL-b) com as galectinas da subfamilia prototipo: da esponja marinha
Chondrilla caribensis lectin (SOUSA et al., 2021) resultou na identidade de 38%, para ambas
as lectinas e na similaridade de 72% e 73% para ALL-a e ALL-b, respectivamente, e com
galectina 1 de Homo sapiens (NP_002296) 20% de identidade para ALL-a e ALL-b, e na
similaridade de 64% para ambas as isoformas. Além disso, os residuos de aminoacidos da
estrutura primaria tipicos de galectinas se mantiveram conservados em todas as quatro

sequéncias nas posicdes: L3 H3%® R* N "°WG™ (Figura 12).
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Figura 12 — Alinhamento de ALL -a e ALL -b com galectinas prototipo.
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Fonte: Autora. ALL- a e ALL — b (Aplysina lactuca lectin, isoformas a e b, respectivamente). CCL (galectina

de Chondrilla caribensis). Gal (Galectina— 1 humana de homo sapiens). * residuos de aminoéacidos conservados

do DRC das galectinas.

4.6 Modelagem molecular e predicdo do local de ligacdo ao carboidrato

A estrutura tridimensional de ALL-a e ALL-b foi obtida utilizando o programa I-

TASSER. O melhor modelo gerado para ALL-a apresentou os seguintes parametros: C- score
de — 0.19, Tm-score de: 0.69 + 0.12 e RMSD de 5.1 + 3.3 A, enquanto 0 modelo de ALL-b
mostrou C-score de — 0.48, Tm- score de 0.65 + 0.13 e RMSD de 5.7 + 3.6 A. O C-score possui

valor entre (-5 e 2), onde quanto maior o valor maior serd a qualidade do modelo. Dessa forma

0s modelos tiveram uma boa topologia global. Os valores de Tm-score e RMSD indicam que

as estruturas tiveram um excelente alinhamento por homologia com os modelos utilizados.

Os modelos estruturais de ALL-a e ALL-b possuem arranjo do tipo B-sanduiche,

formado por 2 folhas B antiparalelas (Figura 13a e 13b).
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Figura 13 — Estrutura tridimensional prevista de ALL —ae ALL —b.

Fonte: A autora. A) Estrutura tridimensional de ALL-a. B) Estrutura tridimensional de ALL-b.

Atraveés do programa COACH foi possivel prever o sitio de ligacdo em ambas as
isolectinas. Em ALL-a foi previsto a ligacdo com o monossacarideo galactose, os residuos
envolvidos na ligagdo previsto pelo programa foram: R%, R*, E™®e K’ (Figural4). Ainda de
acordo com o programa as estruturas das galectinas: -1 de homo sapiens e a Galectina — 9 do

camundongo Mus musculo mostraram maior analogia com a estrutura prevista de ALL-a.



46

Figura 14 — Estrutura 3D prevista de ALL-a complexada com galactose.

Fonte: A autora. Em rosa: Estrutura tridimensional de ALL-a. Bastbes amarelo e vermelho: galactose (Bastfes
vermelho: oxigénio; Bastdes amarelo: carbono). Os residuos do DRC que interagem com a galactose e sdo

mostrados na representacdo em bastao rosa.

Em ALL-b foi prevista a ligacdo com galactose e o trissacarideo contendo lactose
e acido sidlico. Assim como ALL-a, os residuos envolvidos na ligacdo com a galactose previsto
pelo programa foram: R?*, R*®, E3 e K™ (Figura 15a). A previsdo do sitio de ligagdo com o
composto lactose-acido sialico mostrou que os residuos de aminoacidos envolvidos na interacdo
foram: R?*, H®, D*, R*, N®, W™, E” (Figura 15b). Ainda de acordo com o programa as
estruturas das galectinas-8 de Homo sapiens e galectina-9 do camundongo Mus musculus

mostraram maior analogia com as estruturas previstas de ALL-a e ALL-b, respectivamente.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/galactose
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Figura 15 — Estrutura 3D prevista de ALL-b complexada com galactose e lactose-acido siélico.

Fonte: A autora. A) Em verde: Estrutura tridimensional de ALL-b. Bastdes amarelo e vermelho: galactose (Bastdes
vermelhos: oxigénio; Bastdes amarelos: Carbono). B) Em verde: Estrutura tridimensional de ALL-b. Bastdes
amarelo, vermelho e azul: lactose- &cido sialico (Bastdes vermelhos: oxigénio; Bastdes amarelos: Carbono;
Bastdes azuis: Nitrogénio). Os residuos do DRC que interagem com a galactose e com 0 lactose-&cido séo

mostrados na representacdo em bastdes verdes.

4.7 Atividade Antibacteriana

O estudo da atividade antibacteriana foi realizado contra as cepas: Staphylococcus
aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698, S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis
ATCC 35984, Escherichia coli ATCC 11303, e avaliado a CIM, observou-se que ALL n&o
apresentou atividade antimicrobiana contra as cepas testadas.

4.8 Atividade da lectina combinada a antibidticos
Visto que ALL néo inibiu o crescimento bacteriano nas concentracdes testadas, foi

avaliado se a combinacdo lectina- antibiético teria a capacidade de modificar o efeito ampicilina

ou tetraciclina contra as cepas testadas.


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/galactose
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A concentragdo de 125 pg/mL da lectina foi utilizada para realizagdo do efeito da
lectina em combinacdo com o antibidtico. Os resultados da associacdo dos antibioticos
ampicilina e tetraciclina obtidos para ALL e CAM-ALL contra as cepas bacterianas testadas
mostraram valores idénticos (Tabela 9).

No CIM individual da ampicilina foi verificada uma reducéo consideravel quando
combinada com a lectina contra a bactérias S.aureus ATCC 25923, que apresentou para esse
antibiotico CIM individual de 0,097 pg.mL™, quando combinada com a lectina, esse valor foi
reduzido para 0,012 (1/8 da CIM). Com relacdo a S. aureus ATCC 700698, uma cepa
considerada mais resistente, o CIM individual do antibidtico de 50 pg.mL™. Quando combinado
com ALL ou CAM- ALL foi reduzido para 12,5 pug.mL™ (1/8 da CIM). S. epidermidis ATCC
12228, apresentou para ampicilina CIM individual de 1,56 pg.mL™?, e quando combinada com
a lectina, esse valor foi reduzido para 0,195 pug.mL™ (1/8 da CIM). O efeito da combinagéo do
antibiotico com a lectina foi mais intensificado quando submetido o tratamento com S.
epidermidis ATCC 35984, que apresentou CIM individual de 1000 pg.mL™, e quando
combinada com a lectina reduziu para 62,5 pg.mL™* (1/16 da CIM). Para a bactéria gram
negativa E. coli o CIM individual do antibiético foi de 0,390 pg.mL™, e em associagdo com a
lectina, reduziu para 0,097 pug.mL™ (1/4 da CIM). O antibidtico associado a lectina resultou em
sinergismo para todas as cepas testadas (Tabela 9).

Em associagdo com a tetraciclina foi observado apenas efeito aditivo em todas as
cepas, reduzindo o CIM individual de 0,390 pg.mL™? para 0,195 pg.mL™* quando associado
com a lectina para S.aureus ATCC 25923, enquanto para S. aureus ATCC 700698, o CIM
individual, passou de 100 pg.mL* para 50 pg.mL. Esse efeito foi também observado para as
cepas de S. epidermidis ATCC 12228, onde o CIM individual do antibiético de 0,390 pg.mL™*
reduziu para 0,190 pug.mL™* e em S. epidermidis ATCC 35984, o CMI individual do farmaco
passou de 0,190 pg.mL™ para 0,095 pug.mL?. Para E. coli ATCC 11303 o CIM individual da
tetraciclina de 0,390 pg.mL™* foi reduziu para 0,195 pg.mL* quando associado com a lectina.
Dessa forma, a relagéo entre CMI individual do antibiotico associado com a lectina para todas

as cepas resultou em apenas 1/2 da CIM (Tabela 9).
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Tabela 9 - Efeito da lectina ALL combinada aos antibioticos ampicilina e tetraciclina sobre Staphylococcus spp. e E. coli.

BACTERIAS ANTIBIOTICO EFEITO ANTIBIOTICO EFEITO
Ampicilina Tetraciclina
CIM1 pg/mL  CIM2 ug/mL  Relacéo CIM1 pyg/mL  CIM2 pg/mL Relacio
(individual)  (combinado) g?lt\;li (individual)  (combinado)  entre CIMs
S. aureus ATCC 25923 0,097 0,012 1/8 Sinergismo 0,390 0,195 1/2 Aditivo
S. aureus ATCC 700698 50 12,5 1/4 Sinergismo 100 50 1/2 Aditivo
S. epidermidis ATCC 12228 1,56 0,195 1/8 Sinergismo 0,390 0,195 1/2 Aditivo
S. epidermidis ATCC 35984 1.000 62,5 1/16 Sinergismo 0,190 0,095 1/2 Aditivo
E. coli ATCC 11303 0,390 0,097 1/4 Sinergismo 0,390 0,195 1/2 Aditivo

Fonte: A autora. Valores da Concentragdo Inibitéria Minima individual (CIM1), Concentracdo Inibitéria Minima Combinada (CIM2) dos antibidticos combinados a lectina
ALL, e da relagdo entre CIM2/CIM1. As concentracdes dos antibidticos variaram de 0,096 a 1.000 pg/mL para ampicilina e de 0,190 a 100 pg/mL para tetraciclina. A
concentracdo de ALL se manteve constante (125 pg/mL). Valores da relacdo entre as CIMs iguais a 1/2 foram interpretados como efeito aditivo, e valores entre 1/4 a 1/16 foram
considerados como efeito sinérgico.
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4.9 Acéo das lectinas sobre a formagéo dos biofilmes

Para avaliar o efeito do estado de oxidacgéo da lectina sobre seu efeito antibiofilme
foram testadas duas amostras da lectina em solucdo: ALL e CAM-ALL.

O efeito de ALL e CAM-ALL na prevengéo da formagéo de biofilmes foi avaliado
por dois ensaios diferentes: determinacdo da massa de biofilme quantificado pelo método
colorimétrico CV (Cristal de Violeta) e enumeracdo de células viaveis de biofilmes, pelo
método de contagem de UFCs.

O tratamento do biofilme de Staphylococcus aureus ATCC 25923 com ALL
reduziu a biomassa nas concentragdes de 31,2, 62,5, 125 e 250 pug.mL™ (Figura 16 A). Para S.
aureus ATCC 700698 com ALL, a reducdo do biofilme foi observada nas concentragdes 3,9,
31,2, 62,5, 125 e 250 pg.mL* (Figura 16 B). O tratamento do biofilme de Escherichia coli
ATCC 11303 com ALL reduziu a biomassa nas concentragdes de 31,2, 62,5, 125 e 250 pg.mL"
! (Figura 16C). Para S. epidermidis ATCC 12228 o tratamento com ALL promoveu a reducéo
do biofilme nas concentragdes 3,9, 7,8, 62,5, 125 e 250 pg.mL* (Figura 16D), enquanto que a
cepa S. epidermidis ATCC 35984 a reducdo ocorreu nas concentracdes de 3,9, 31,2, 62,5, 125
e 250 pug.mL™* (Figura 16E).
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Figura 16 - Efeito de ALL sobre biofilmes de S. aureus, E.coli e S. epidermidis
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Fonte: A autora. A e B: Atividade antibiofilme bacteriano de ALL contra S. aureus. C: Atividade antibiofilme
bacteriano de ALL E. coli. D e E: Atividade antibiofilme bacteriano de ALL contra S. epidermidis. *p < 0,05 em
relacdo ao controle. ** p < 0,001 em relacdo ao controle. *** p < 0,001 em relacdo ao controle. **** p < 0,0001 em

relacdo ao controle.

O tratamento do biofilme de S. aureus ATCC 25923 com CAM-ALL mostrou
reducdo quando testados nas concentracdes de 7,8, 15,6, 31,2, 62,5, 125 e 250 pug.mL™* (Figura
17A). Em relacdo a S. aureus ATCC 700698 com CAM-ALL, a reducdo do biofilme foi
observada nas concentragdes de 7,8, 125 e 250 pug.mL™* (Figura 17B). O tratamento do biofilme
de E. coli ATCC 11303 com CAM-ALL promoveu a reducdo o biofilme bacteriano nas
concentragbes de 125 e 250 pg.mL? (Figura 17C). Para S. epidermidis ATCC 12228 o
tratamento com CAM-ALL mostrou redugdo nas concentragdes de 62,5, 125 e 250 pg.mL™ (
Figura 17D), enquanto que o tratamento de CAM-ALL com a cepa S. epidermidis ATCC
35984, a reducdo do biofilme foi evidenciada nas concentragdes de 125 e 250 pg.mL™ (Figura
17E).
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Figura 17 — Efeito de CAM-ALL sobre biofilmes de S. aureus, E.coli e S. epidermidis
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Fonte: A autora. A e B: Atividade antibiofilme bacteriano de CAM-ALL contra S. aureus. C: Atividade antibiofilme
bacteriano de CAM-ALL E. coli. D e E: Atividade antibiofilme bacteriano de CAM-ALL contra S. epidermidis. *p <

0,05 em relagdo ao controle. ** p < 0,001 em rela¢do ao controle. *** p < 0,001 em relacdo ao controle. **** p <

0,0001 em relacéo ao controle.

Em relacdo ao numero de células viaveis de S. aureus ATCC 25923, ALL mostrou
poder redutor nas concentracdes de 7,8, 15,6, 62,5, 125 e 250 pg.mL™* (Figura 18A). Para S.
aureus ATCC 700698 nao foi observada reducdo (Figura 18B). ALL reduziu o numero de
células viaveis de E. coli ATCC 11303 em todas as concentracdes testadas (Figura 18C) e para
S. epidermidis ATCC 12229, o tratamento com ALL reduziu o nimero de células viaveis nas
concentragdes de 125 e 250 ug.mL* (Figura 18D). Com a cepa S. epidermidis ATCC 35984 a
reducdo das células viaveis foi observada nas concentragdes de 125 e 250 pg.mL™? ( Figura

18E). Entretanto, ndo houve diferenca significativa em todos os tratamentos.
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Figura 18 — NUmero de células viaveis de S. aureus, E.coli e S. epidermidis com ALL
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Fonte: A autora. A e B: Enumeracéo de células vidveis de S. aureus contra ALL. C: Enumerac&o de células viaveis
de E. coli contra ALL. D e E: Enumeragdo de células viaveis de S. epidermidis contra ALL. *p < 0,05 em relacéo

ao controle. ** p < 0,001 em relagdo ao controle. *** p < 0,001 em relagéo ao controle. **** p < 0,0001 em
relacdo ao controle.

CAM-ALL reduziu S. aureus ATCC 25923 em todas as concentracGes testadas,
com mais eficiéncia na concentragdo de 3,9 ug.mL?* (Figura 19A), enquanto E. coli reduziu o
nimero de células vidveis nas concentracdes de 62,5, 125 e 250 pug.mL* (Figura C) e S.

epidermidis ATCC 35984 na concentracio de 250 pg.mL* (Figura 19 E). Para as outras cepas
nédo houve diferenca significativa (Figura 19 B e D).
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Figura 19 - Numero de células viéveis de S. aureus, E.coli e S. epidermidis com CAM-ALL
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Fonte: A autora. A e B: Enumeracéo de células vidveis de S. aureus contra CAM-ALL. C: Enumeraco de células
viaveis de E. coli contra CAM-ALL. D e E: Enumeracéo de células vidveis de S. epidermidis contra CAM-ALL.

*p < 0,05 em relagdo ao controle. ** p < 0,001 em relacdo ao controle. *** p < 0,001 em relac&o ao controle.
****p < 0,0001 em relagéo ao controle.
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5. DISCUSSAO

Proteinas inseridas na familia das galectinas sdo sintetizadas no citosol, onde
podem ser secretadas para o espaco extracelular. Na matriz extracelular, essas proteinas
interagem com os carboidratos que elas possuem especificidade, estes sacarideos parecem
reduzir a inativagao oxidativa, permitindo que as galectinas participem de diversas atividades
bioldgicas, desde a regulacdo de atividades celulares até o fornecimento direto de imunidade
inata. Essas lectinas sdo independentes de célcio, porém necessitam de residuos de tiois livres
para cumprir sua funcdo lectinica. A oxidagdo de galectinas frequentemente reflete a
formacdo da ligacdo dissulfeto, que pode ser facilmente revertida apos a inclusdo de agentes
redutores de tiol livres como: BME, DTT, glutationa reduzida ou L-cisteina (GO, Y.;
JONES, D.P., 2013; STOWELL et al., 2015).

Apo0s a observacdo de que se trata de uma galectina, e esta ter formado pontes
dissulfeto entre duas subunidades como observada por Carneiro e colaboradores (2017), o
processo de purificacdo de ALL foi modificado e foi adicionado L-cisteina ou DTT aos
tampdes. Até 0o momento ndo ha relato de alteracao de forma, e também do perfil da atividade
hemaglutinante de galectinas de esponja em ambiente reduzido e oxidado. ALL mostrou
atividade hemaglutinante em ambos os ambientes, porém o titulo de hemaglutinac&o foi mais
elevado para ALL na presenca dos agentes redutores: L-cisteina ou DTT, o que reforca que
0 ambiente redutor é mais favoravel para a atividade hemaglutinante da proteina (Tabela 5).

Assim como observado em ALL, uma galectina da esponja marinha Cinachyrella
allocada (CalL), foi isolada utilizando L-cisteina no tampao de extracdo (MARQUES, 2020).
A L-cisteina atua como um agente redutor, a adicdo desse composto promove a formacao de
grupo sulfidrilas livres (SH), agindo de modo oposto aos agentes oxidantes. Esse reagente
evita a formacdo de pontes dissulfeto intra e intermoleculares em proteinas, pois promove o0
rompimento ou bloqueio dessas interacfes (SONG; ZHENG, 2007).

Eletrolectin, uma galectina isolada de Electrophorus electricus, mesmo sem
possuir cisteina em sua cadeia peptidica, perdeu atividade na presenga do oxigénio
atmosférico, devido a oxidagdo de um Unico residuo de triptofano da molécula. A atividade
hemaglutinante foi recuperada quando a lectina foi exposta ao agente redutor 2—
mercaptoetanol (LEVI; TEICHBERG,; 1981).

Pace e colaboradores (2003) relataram o uso de DTT para purificacdo de GAL-1,
uma das galectinas humanas mais estudadas, que possui 6 residuos de cisteina em sua cadeia

peptidica. A utilizacdo do agente redutor foi para evitar a inativacdo oxidativa devido a
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formacéo de pontes dissulfeto intramolecular. Em outro estudo, GAL-1 apresentou auséncia
de atividade lectinica quando oxidada, embora tenha exibido atividade de regeneracéo axonal
do nervo periférico, levantando a hipdtese de que, em ambiente redutor, a galectina forma
interacdes entre os residuos de cisteina, possibilitando a formacdo de pontes dissulfeto
intramoleculares que alteram a estrutura da proteina e confere a atividade regenerativa
(HORIE et al., 2005).

Carneiro e colaboradores (2017) relataram a inibicdo de ALL pelos carboidratos:
a- D-lactose, B- D-lactose e D-lactulose e pela glicoproteina PSM tipo 1l, porém néo foi
relatado inibigdo por outras glicoproteinas.

A atividade hemaglutinante de ALL foi inibida pelas glicoproteinas fetuina, PSM
I11, asialo fetuina e BSM. ALL mostrou ter forte afinidade por BSM com CIM de 3,90 pg.mL"
1 e por fetuina com CIM de 3,90 pg.mL™. ALL também exibiu afinidade por mucina
estomacal suina tipo Il na concentracdo minima de 250 pg.mL* e 7,81 pg.mL* para
asialofetuina (Tabela 5).

Mucinas sdo glicoproteinas que possuem alto peso molecular e altamente
glicosiladas, chegando a possuir mais de 50% do seu peso molecular composto por cadeias de
O-glicanos, o0s quais sdo principalmente constituidos por residuos GalNAc ligados aos
aminoacidos Ser/Thr da cadeia peptidica. As estruturas centrais podem ser glicosiladas por
cadeias lineares ou ramificadas e suas extremidades possuem diferentes sequéncias que s&o
frequentemente fucosiladas, sialiladas e/ou sulfatadas (Figura 20) (LI; WENGANG, 2019).

Figura 20 — Representacdo esquematica dos elementos estruturais O-glicanos de mucina.
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Fonte: LI; WENGANG, 2019. A) Backbone: cadeias lineares (tipo 1 e 2) e cadeia ramificada em O-glicanos de

mucina. B) Core: estruturas centrais identificadas em O-glicanos de mucinas.



57

Os carboidratos que compGem a porcdo glicosidica central nas mucinas de
glandulas submaxilar de bovinos sdo: estruturas core 1 (Gal-GalNAc), core 2 (GIcNAc-(Gal)-
GalNac, semelhantes a mucinas humanas, core 3 (GIcNAc-GalNAc), core 4 (GIcNAc-
(GIcNAC)-GalNAC) e core 5 (GaINAc-GalNACc), que s&o menos comuns em outras mucinas.
Além disso, os O-glicanos de BSM s&o formados por di- a octassacarideos, sendo que os di- a
hexassacarideos séo sialilados com Neu5Ac ou Neu5Gc (KIM et al., 2020). Na PSM a
glicosilacao € distinta e diversa, sendo os carboidratos presentes na glicoproteina composto por
GalNAc, galactose, GIcNAc, fucose e &cido sialico (KARLSSON et al., 1997; NORDMAN et
al., 1997; VIANA, 2021).

Fetuina, a principal proteina encontrada no plasma fetal bovino, possui carboidratos
O-ligados bem caracterizados, incluindo NeuAco2- 3GalB1-4(NeuAco2-6Galp1-4GIcNAcB1-
2) Manal-6 (NeuAca2-3Galp1-4GlcNAcB1-2Manal-3) ManP1-4GIcNAcB1-4GIcNAC
(BAENZIGER; FIETE, 1979). Enquanto asialofetuina, que é analoga a fetuina, diferente desta
por ndo possuir o derivado N-acetilado do acido neuraminico, ou seja, acido sidlico nas
extremidades do glicano (CERNOCKA; RIMANKOVA; OSTATNA, 2021).

Além de ALL outras lectinas de esponjas marinhas apresentaram afinidade por
O-glicanos, como observado com a lectina de Chondrilla caribensis que exibiu afinidade por
BSM, fetuina e PSM (MARQUES et al.,2018). Uma lectina do género Aplysina, ACL de
Aplysina cauliformis, apresentou afinidade por BSM e PSM (VIANA, 2021) e AfL, de
Aplysina fulva, por PSM (CARNEIRO et al., 2019).

A massa molecular da proteina estimada em SDS-PAGE foi de aproximadamente
15 kDa, ap6s cromatografia utilizando L-cisteina ou DTT (Figura 4). Carneiro e
colaboradores (2017) observaram dois ions principais de 15.737 + 2 Da e 15.990 + 2 Da,
guando a proteina foi reduzida e alquilada, correspondentes as isoformas da lectina
(CARNEIRO et al., 2017), corroborando com a massa molecular de 15 kDa estimada por
eletroforese.

Quando dialisada e liofilizada, a lectina voltou a formar interacOes
intermoleculares ou intramoleculares, que resultaram na massa molecular de
aproximadamente 30 kDa estimada no SDS — PAGE (Figura 4), corroborando com dados
obtidos por Carneiro e colaboradores (2017), quando nédo adicionado o agente redutor [3-
mercaptoetanol.

De fato, a auséncia de L-cisteina ou DTT nos tampGes utilizados para a

purificacdo de ALL, influenciaram na formac&o de pontes dissulfeto entre as subunidades da
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lectina. A massa molecular nativa de ALL, em tampdo contendo cisteina, estimada por
cromatografia de exclusdo molecular foi de aproximadamente 60 kDa (Figura 5C), indicando
que ALL se oligomeriza formando um tetrdmero com as subunidades unidas por interagdes
fracas.

Em ambiente oxidativo (sem agentes redutores), ALL apresentou massa
molecular de 80 kDa (Figura 5C), que pode ser resultado de interagdes intra ou
intermoleculares através de pontes dissulfeto. Horie e colaboradores (2005) observaram a
alteracdo na estrutura de Gal-1 em ambiente oxidativo também pela formacdo de pontes
dissulfeto intra e intercadeias.

Assim como ALL, a forma homotetramera foi também observada nas galectinas
das esponjas marinhas Cinachyrela sp., onde suas isoformas se agregam formando um
tetramero estavel (UEDA et. al., 2012). Na galectina de Geodia cydonium foi observada a
formagc&o de um tetrdmero de 60 kDa com subunidades de 15 kDa (WAGNER-HULSMANN
et al., 1996). J& em CCL, as subunidades de 15 kDa se oligomerizam por interacfes fracas
formando um tetramero de 54 kDa (MARQUES et. al., 2018). Esse perfil de oligomerizacao
também foi observado com as lectinas de Aplysina archeri (AaL) e A. lacunosa (AIL), que
apos filtracdo em gel formaram um tetrdmero de 63 kDa, com subunidades de 16 kDa
(MIARONS; FRESNO, 2000).

A estrutura primaria de ALL foi completamente determinada por espectrometria de
massas (MS/MS) em associacdo com degradacdo de Edman. A diferenca entre alguns
aminoacidos observados nos peptideos sequenciados confirmou a presenca de isoformas,
contribuindo para determinacdo da estrutura primaria das isoformas de ALL (Figura 6). Ambas
as isolectinas possuem 144 aminoacidos e massa molecular média calculada de 15736 + 2 Da
e 15985 + 2 Da, o que corrobora com as massas das CAM- ALL (15908 e 16159 Da) observadas
por Carneiro e colaboradores (2017) sendo que as diferencas de massas de 171 Da
correspondem a 3 cisteinas carbamidometiladas. (Figura 7).

Nos ultimos vinte anos, a espectrometria de massas tem sido uma ferramenta util
na analise de caracteristicas estruturais de lectinas e outras proteinas. No entanto, alguns
obstaculos impedem a determinacdo de estruturas priméarias por meio de MS/MS, tais como:
decodificacdo de espectros de massa, sobreposi¢cdo incompleta da faixa de peptideos obtidos e
baixa intensidade de ions fragmentados (CARNEIRO et al., 2013).

Assim como ALL, as lectinas das esponjas marinhas Haliclona caerulea e
Chondrila caribensis tiveram sua estrutura priméaria totalmente determinada por
espectrometria de massas (CARNEIRO et al., 2013; SOUSA et al., 2021).



59

O ponto isoelétrico previsto de ALL classifica essa proteina como acida. Algumas
lectinas de esponjas marinhas também apresentaram o ponto em que a carga liquida é nula
em pH acido, como: GCGs de Geodia cydonium com pl de 4.4, Hol — 30 de Halichondria
okadai com pl de 6.7, PsL de Pellina semitubulosa com pl de 6.1, AcL 1 de Axinella
corrugata com pl de 6.3, ApL 1 de Axinella polypoides com pl de 3.9, Hol 1 e 2 de
Halichondria okadai com pl de 4.5 e CCL de Chondrilla caribensis com pl de 4.5
(GARDERES et al., 2015; SOUSA et al., 2021).

A sequéncia de aminoacidos das isoformas de ALL resultou na arquitetura de
dominio tipo galectina indicada pela ferramenta online SMART, o e-value para ambas as
lectinas confirma o dominio. Quanto mais proximo de zero for o e-value, mais confiavel é o
alinhamento, portanto as isolectinas possuem um dominio confiavel de galectina
(LETUNICK; KHEDKAR; BORK, 2021).

O programa BLAST mostrou similaridade entre a sequéncia das ALLs com uma
proteina ndo caracterizada da esponja marinha Amphimedon queenslandica
(XP_011408566.2). Os residuos de aminoacidos presentes no DRC de galectinas foi
observado nas posicdes: *LH3, R*, N, WG e E” na proteina ndo caracterizada de
Amphimedon queenslandica. A lectina da esponja marinha Chondrilla caribensis também
mostrou similaridade da sequéncia de aminoacidos com a proteina de Amphimedon
queenslandica (SOUSA et al., 2021), indicando que a proteina ndo caracterizada de
Amphimendon queenslandica pode ser uma galectina de esponja.

A identidade de sequéncia de aminoacidos das galectinas é moderadamente alta,
e os residuos de aminoacidos envolvidos na interagdo com o carboidrato sdo altamente
conservados (BERTUZZI et al., 2020). O DRC identificado nas galectinas tbm foi
identificado nas duas isoformas de ALL nas posicdes: 3LHVDYRK?*, 8[IN®3 PWG™ | E”,
K’ e ®VET® ( Figura 11). As variacdes de ligacdes com diferentes tipos de carboidratos ou
glicoproteinas observados em galectinas pode ser resultado das alteragdes dos residuos de
aminoacidos da sequéncia primaria dessas proteinas (FREYMANN et al., 2012).

Dos residuos de aminoacidos altamente conservados em galectinas de esponjas
marinhas: R*, L%, N& W e F& (SOUSA et al., 2021) apenas o F° ndo foi observado nas
isoformas de ALL (Figura 11).

No alinhamento de ALL com as galectinas das esponjas marinhas Chondrilla
caribensis (SOUSA et al., 2021), Geodia cydonium (PFEIFER et al., 1993), Cinachyrella sp.
(UEDA et al., 2012) e galectina 1 e 2 de Suberites domuncula (WIENS et al., 2013;
SCHRODER et al., 2006) pode-se observar a semelhanga entre o dominio galectinico. O
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alinhamento de ALL entre todas as galectinas de esponja demostrou que 0s residuos que se
mantiveram conservados em todas as sequéncias de aminoacidos dessas proteinas foram: R*,
193, N®, Wt (Figura 11).

As galectinas sdo proteinas evolutivamente conservadas encontradas em
vertebrados e invertebrados e que séo divididas em familias de acordo com a arquitetura
estrutural: proto, quimera e tandem (BERTUZZI et al., 2021; VASTA, 2016; XU et al.,
2021). A auséncia de dois ou quatro dominios de reconhecimento a carboidratos, como
observado em galectinas de invertebrados, exclui a ALL do dominio tandem. Também néo
foi observado a presenca de um N-terminal rico em prolina e lisina, que a classificaria como
uma quimera. A presenca de um unico DRC na estrutura primaria de ALL, a similaridade
com as protogalectinas, incluindo CCL de Chondrilla caribensis (SOUSA et al., 2021) e
galectina 1 de Homo sapiens (NO_002296), e a conservacdo do DRC observado no
alinhamento entre CCL e galectina 1 humana, tornam evidentes a classificacdo de ALL como
uma galectina inserida na subfamilia prototipo (Figura 12).

A estrutura de ALL prevista pelo programa I-TASSER é o B sanduiche
comumente identificado em galectinas. O DRC de galectinas consiste em aproximadamente
130 residuos de aminoacidos que se dobram em duas folhas B antiparalelas de seis (S1-S6) e
cinco (F1-F5) fitas, formando conjuntamente um modelo estrutural § sanduiche (BERTUZZI
et al., 2020).

O programa COACH previu, por analogia de estruturas ja depositadas no Protein
Data Bank (PDB), para ALL-a e ALL-b a ligacdo ao carboidrato galactose e os residuos
presentes no DRC tipico de galectinas, que envolveram o carboidrato presente em ambas as
isoformas foram: R?*, R*®, E”® e K™ (Figura 14 e 15A). Além disso, em concordancia com
dados obtidos na inibicdo da atividade hemaglutinante de ALL, o programa apresentou
resultados da ligacdo de ALL-b com o composto lactose-acido sialico, onde os residuos
presentes no DRC de galectinas que envolveram o composto nessa previsdo foram: H3, D%,
R*3, N W' E” e K™ ( Figura 15B). Por ser mais complexo, a interagio com lactose-acido
sidlico envolveu mais residuos em sua ligacdo com a lectina.

O local de ligagdo a carboidrato forma uma superficie céncava e é divido em
subsitios de A-E para melhor compreens&o da intera¢do ao carboidrato. O subsitio C abriga a
[-galactose, enquanto o subsitio D, menos conservado, acomoda o residuo de agucar (por
exemplo, glicose na lactose) proximo a f-galactose (CHAN et al., 2018) (Figura 21). Esse
perfil de ligacéo foi observado na previsdo do sitio de ligacdo das isoformas de ALL com os

carboidratos galactose e lactose-acido sialico.
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Figura 21 - Subsitio do DRC das galectinas
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Fonte: CHAN et al., 2018. Estrutura do DRC das Galectinas com cinco subsitios (A-E) onde os
tiodigalactosideos se ligam, interagindo com os subsitios C e D de maneira semelhante a lactose ou N -

acetilactosamina. Galectina 3 é usada como exemplo.

Atualmente, infecgbes bacterianas por cepas resistentes € um sério problema,
visto que essa resisténcia é causada principalmente pela adaptacdo dos microrganismos aos
antimicrobianos convencionalmente utilizados e também pelo uso excessivo desses
medicamentos, além da falta de programas que visam o controle de infec¢des (SILVA et al.,
2019). Dessa forma, se faz necessario pesquisar moléculas capazes de aumentar a eficacia
dos antibioticos.

ALL potencializou a atividade dos antibioticos tetraciclina e ampicilina, quando
complexados com estes, contra cepas de S. aureus, E. coli e S. epidermidis. ALL em
combinacdo com a tetraciclina apresentou efeito aditivo, ou seja, houve um leve aumento na
inibicdo do antibidtico, e em combinacdo com ampicilina, apresentou efeito sinérgico,
exibindo um aumento significativo na acdo do antibidtico (Tabela 9).

A tetraciclina é um antibiético de amplo espectro, sendo capaz de agir sobre
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas. O mecanismo de acdo desse farmaco ocorre através
da ligacéo ao ribossomo bacteriano, impedindo a sintese de proteinas, causando a interrupgéo
do crescimento celular. A resisténcia das bactérias a tetraciclina pode ocorrer por varios
mecanismos, como: efluxo ativo da droga pela célula; produgdo de proteinas de protecdo
ribossomal; diminuicdo da permeabilidade do farmaco; mutacdo no ribossomo e degradacéo
enzimatica dos antibioticos (THAKER; SPANOGIANNOPOULOS; WRIGHT, 2009).
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A ampicilina é um antibiotico B-lactdmico que possui uma caracteristica estrutural
central (um anel B-lactdmico) e age inibindo a sintese da parede celular microbiana. A
resisténcia a antibioticos B-lactimicos envolve a produgdo da enzima - lactamase, que cliva o
anel B- lactdmico, inativando o antibiotico, além de outros mecanismos, como os citados para
a tetraciclina, também estdo associados a resisténcia dos microrganismos a ampicilina (LODE,
2008).

A associacdo de produtos naturais pode ser considerada uma alternativa ao uso
combinado de diferentes classes de antibioticos em um Unico medicamento. Além disso, essa
associacao € uma estratégia promissora no combate a resisténcia bacteriana

Até o presente momento ndo ha relatos de estudos sobre lectinas de esponjas
marinhas associadas a algum antibiotico, porém alguns autores ja descreveram o sinergismo
de lectinas vegetais com farmacos antibacterianos. A lectina da roma Punica granatum
(PgTel) apresentou efeito sinérgico contra E. coli quando associada aos antibioticos
ampicilina, carbenicilina, cefotaxima , cefalexina e cefuroxima (DA SILVA et al., 2019). A
lectina de Parkia platychephala (PPL), quando associada a gentamicina, mostrou que o MIC
do farmaco reduziu em 61% contra cepas de S. aureus e 32 % contra cepas de E.coli, (SILVA
et al., 2019). A lectina de Dioclea violacea em sinergismo com gentamicina aumentou a
atividade antibacteriana contra cepas de S.aureus e E. coli (SANTOS et al., 2020). Os autores
relacionam o aumento da acdo do antibi6tico contra as cepas multirresistentes a interacdo
deste com o DRC da lectina, pela acdo da proteina reconhecer o carboidrato presente na
membrana celular e facilitando a entrada do farmaco. Outra hipotese é que as lectinas podem
interagir com glicanos presentes nas bombas de efluxo, e blogueando ou modificando sua
conformacdo estrutural (SILVA et al., 2019; SOUSA et al., 2020). No entanto, mais estudos
sd0 necessarios para compreender 0 mecanismo de atuacdo das lectinas com o0s
medicamentos.

Para avaliar se 0 ambiente reduzido interferia na atividade antibiofilme bacteriano
de ALL, foi adicionado IAA a solucéo da lectina apés purificacdo, porém nédo houve diferenca
significativa da atividade antibiofilme entre ALL e CAM-ALL. Ambas as solugdes inibiram
o0 biofilme bacteriano e também o numero de células viaveis das bactérias Gram-positivas (S.
aureus e S. epidermidis) e a Gram-negativa (E. coli), porem CAM-ALL obteve melhores
resultados que ALL quando comparadas ao controle (Figuras 16 e 17).

A membrana externa das bactérias Gram-negativas € formada por
lipopolissacarideos (LPS) e peptideoglicanos (PNG) e de bactérias Gram-positiva possuem
peptideoglicanos (PNG) mais espesso (FONSECA et al., 2022). Paiva e colaboradores (2010)


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/antibiotic-resistance
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/cefotaxime
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relataram que os efeitos antimicrobianos das lectinas podem envolver sua interagdo com
componentes da parede celular microbiana, que pode ser composta por &cidos teicoicos,
teicurdnico, peptidoglicanos e lipopolissacarideos. Possivelmente, ALL tem afinidade por
esses glicanos estando de acordo com os resultados da atividade da lectina contra esses
patdgenos.

Os biofilmes sdo comunidades bacterianas agregadas associadas a superficies ou a
interfaces que formam uma pelicula composta de polissacarideos e proteinas extracelulares,
relacionados a resisténcia a drogas e disseminacdo da infeccdo. As células que formam o
biofilme sdo designadas de sésseis e as dispersas e livres na fase aquosa sdao chamadas de
plancténica. A resisténcia do biofilme é de supostamente 10 a 1000 vezes maior quando
comparada com células planctdnicas, devido a protecao conferida por polimeros da matriz do
biofilme (MARQUES et al., 2018; ZHANG et al., 2022).

Além do efeito inibitério de ALL contra cepas de S. aureus e E.coli, observado por
Carneiro e colaboradores (2017), foi observado no presente estudo, adicionamos cepas
resistentes e também foi observado a reducédo de biofilmes de S. epidermidis ( Figura 16 E e 17
E).

Outras lectinas de esponja também ja foram capazes de inibir o crescimento de
biofilmes bacterianos. CCL de Chondrilla caribensis e AfL de Aplysina fulva, que sdo proteinas
ligantes de P — galactosideos, mostraram uma reducgdo significativa da biomassa total
nos biofilmes de S. aureus, S. epidermidis e E. coli (CARNEIRO et al., 2019; MARQUES et
al., 2018).


https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/staphylococcus-epidermidis
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6. CONCLUSAO

A lectina de Aplysina lactuca (ALL) foi purificada em condic¢Ges redutoras,
exibindo melhor atividade hemaglutinante nessas condi¢Ges por ser uma proteina
citoplasmatica, porém ndo houve perda de funcdo em ambiente oxidado. ALL foi
caracterizada estruturalmente, a estrutura primaria da lectina mostrou alta similaridade com
lectinas pertencentes a familia das galectinas.

A analise realizada através de bioinformatica revelou uma estrutura
tridimensional tipo B-sanduiche, formado por 2 folhas f antiparalelas, e a previsao do sitio de
ligacdo a carboidratos revelou a interagdo da lectina com galactosideos, ambos resultados sdo
tipicos de galectinas.

Além disso, potencializou o efeito dos antibioticos ampicilina e tetraciclina, e
inibiu a formacdo de biofilmes mostrando elevado potencial biotecnolégico, tendo em vista
que as bactérias estdo cada vez mais resistes aos medicamentos presentes no mercado. No
entanto, estudos complementares sdo necessarios para melhor resolucdo estrutural e

compreensdo da funcdo da proteina.
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