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RESUMO

Esponjas marinhas, pertencentes ao filo Porifera, sdo importantes fontes de biomoléculas ativas,
incluindo lectinas, proteinas capazes de reconhecer e se ligar reversivelmente a carboidratos
especificos. A espécie Aplysina pseudolacunosa, encontrada no litoral cearense, ainda nao
possuia lectinas caracterizadas na literatura. Assim, este trabalho teve como objetivo purificar
e caracterizar bioquimica e estruturalmente duas lectinas dessa espécie, denominadas ApL-1 e
ApL-2. As lectinas foram purificadas por precipitagdo com sulfato de amonio, seguida de
cromatografia de afinidade e cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa. Em SDS-
PAGE, a ApL-1 apresentou massa molecular aparente de aproximadamente 12 kDa, enquanto
a ApL-2 apresentou cerca de 28 kDa. Ambas exibiram atividade hemaglutinante, com titulos
de 32 U.H.mL™" (ApL-1) e 128 U.H.mL' (ApL-2). A ApL-1 apresentou maior afinidade a
fetuina bovina, enquanto a ApL-2 foi fortemente inibida por mucinas gastricas suinas dos tipos
IT e III. Ambas mantiveram atividade em ampla faixa de pH (4-10), apresentaram estabilidade
térmica e atividade independente de ions divalentes. A caracterizagdo por dicroismo circular
revelou arquiteturas conformacionais distintas, com predominancia de folhas B para a ApL-1,
compativel com o padrdo estrutural descrito para proto-galectinas, enquanto a ApL-2 exibiu
organizagdo estrutural com maior quantidade de estruturas de a-hélice. As andlises por
espalhamento dindmico de luz indicaram comportamento monodisperso para a ApL-1,
sugerindo organizac¢do dimérica em solugdo, e perfil mais heterogéneo para a ApL-2, indicando
maior grau de associacdo molecular. A estrutura primaria de ApL-1 foi completamente
elucidada por espectrometria de massas em fandem (MS/MS). Analises por BLASTp revelaram
elevada homologia com galectinas de esponjas marinhas, destacando-se as isoformas ALL-a e
ALL-b, com identidades de 86,9% e 78,6%, respectivamente, cobertura de 100% da sequéncia,
sendo compativel com o padrdo estrutural descrito para proto-galectinas. A ApL-2 teve sua
estrutura primaria parcialmente caracterizada e os alinhamentos com proteinas putativas de
genomas de esponjas marinhas apresentaram identidades entre 34 € 41% e com baixa cobertura,
sugerindo tratar-se de uma lectina ndo convencional. Assim, as duas novas lectinas
caracterizadas neste estudo contribuem para a compreensdo da diversidade estrutural e
funcional das lectinas marinhas, estabelecendo bases para estudos posteriores de caracterizagao

biologica e eventual exploragdo biotecnolédgica, condicionada a validag¢ao funcional.

Palavra-chaves: esponjas marinhas; lectinas; galectinas.



ABSTRACT

Marine sponges, belonging to the phylum Porifera, are important sources of bioactive
biomolecules, including lectins, which are proteins capable of recognizing and reversibly
binding to specific carbohydrates. The species Aplysina pseudolacunosa, found along the coast
of Cear4, had not yet had any lectins characterized in the literature. Therefore, this study aimed
to purify and biochemically and structurally characterize two lectins from this species, named
ApL-1 and ApL-2. The lectins were purified by ammonium sulfate precipitation, followed by
affinity chromatography and reverse-phase high-performance liquid chromatography. In SDS-
PAGE, ApL-1 exhibited an apparent molecular mass of approximately 12 kDa, whereas ApL-
2 showed a mass of about 28 kDa. Both lectins displayed hemagglutinating activity, with titers
of 32 U.H. mL™" for ApL-1 and 128 U.H. mL™" for ApL-2. ApL-1 showed greater affinity to
bovine fetuin, while ApL-2 was strongly inhibited by porcine gastric mucins types II and III.
Both lectins maintained activity over a wide pH range (4—10), exhibited thermal stability and
divalent ion—independent activity. Circular dichroism characterization revealed distinct
conformational architectures, with a predominance of B-sheet structures for ApL-1, consistent
with galectins described from marine sponges, whereas ApL-2 exhibited a structural
organization with a higher content of a-helical structures. Dynamic light scattering analyses
indicated a monodisperse behavior for ApL-1, suggesting a dimeric organization in solution,
and a more heterogeneous profile for ApL-2, indicating a higher degree of molecular
association. The primary structure of ApL-1 was fully elucidated by tandem mass spectrometry
(MS/MS). BLASTp analyses revealed high homology with galectins from marine sponges,
particularly the isoforms ALL-a and ALL-b, with sequence identities of 86.9% and 78.6%,
respectively, and 100% sequence coverage, compatible with the structural pattern described for
proto-galectins. ApL-2 had its primary structure partially characterized, and alignments with
putative proteins from marine sponge genomes showed identities ranging from 34 to 41% with
low sequence coverage, suggesting that it represents a non-conventional lectin. Thus, the two
new lectins characterized in this study expand the current knowledge of structural and
functional diversity among marine sponge lectins and provide a foundation for future biological
characterization and potential biotechnological investigation, pending further functional

validation.

Keywords: marine sponges; lectins; galectins.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esponjas marinhas

O filo Porifera compreende os mais antigos representantes dos organismos
metazoarios ainda existentes, caracterizados por uma arquitetura corporal e morfologia
adaptaveis que lhes conferiu resiliéncia evolutiva frente a modificacdes ambientais
significativas e pressdes competitivas interespecificas (Dahihande; Thakur, 2021; Hooper et
al.,2021; Van Soest et al., 2012). Estes organismos, exclusivamente aquaticos, cuja etimologia
deriva do latim porus, "poros"; e ferre, "possuir", apresentam ampla distribuicdo ecologica,
habitando desde ecossistemas marinhos até dulcicolas, com ocorréncia desde zonas entre-marés
até profundidades abissais (De Voogd et al., 2025; Van Soest ef al., 2012).

A organizagdo estrutural das esponjas se fundamenta em um sofisticado sistema
aquifero constituido por uma complexa rede de poros e canais interconectados que possibilitam
a circulagdo unidirecional de dgua através do corpo do animal, permitindo a filtragdo e captagdo
eficiente de particulas alimentares em suspensdo (Figura 1) (Masangkay et al., 2022;
Thompson, F.; Thompson, C., 2020; Van Soest et al., 2012; Webster; Thomas, 2016). Este
sistema hidrodindmico ¢ impulsionado por uma camada especializada de células flageladas
denominadas coandcitos, que promovem o fluxo continuo de dgua através da estrutura corporal

(Ereskovsky; Lavrov, 2021; Van Soest et al., 2012).

Figura 1 — Morfologia geral de uma
esponja marinha
Osculo -

= 1/
Mesoilo —~ |

i Microrganismos
Ostios  —

Fluxo de agua

-~ Espiculas
i | Fibras de espongina
Espongiocele —1 =

Coanbcito \
I

Amebécito

Pinacoderme

Fonte: Esquema da circulacdo de 4gua em Porifera,
destacando O6stios, espongiocele e organizacdo do
mesoilo. Adaptado de Webster e Thomas (2016).
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O parénquima das esponjas abriga uma populacdo de células mesenquimais
altamente mdveis que exibem notavel capacidade de diferenciagdo em diversos tipos celulares
especializados, fenomeno denominado totipoténcia, conferindo-lhes plasticidade morfologica
e adaptabilidade estrutural (Ereskovsky; Lavrov, 2021; Van Soest et al., 2012; Webster;
Thomas, 2016).

As esponjas constituem componente significativo da biomassa bentonica marinha,
com mais de 9.700 espécies taxonomicamente descritas, exibindo diversidade morfoldgica,
cromatica e dimensional, com dimensdes que oscilam desde poucos milimetros (3 — 10
milimetros) até metros (1,5 — 2 metros) (De Voogd et al., 2025). Esta diversidade morfologica
reflete a heterogeneidade na composicao de seus elementos esqueléticos sintetizados por células
especializadas denominadas esclerocitos ou escleroblastos. A arquitetura esquelética das
esponjas se fundamenta em elementos estruturais diversificados, incluindo espiculas silicosas,
calcarias ou fibras organicas colagenosas (espongina), que conferem suporte estrutural e
caracteristicas taxonOmicas distintivas a estes organismos (Aguilar-Camacho; Doonan;
Mccormack, 2019; Van Soest et al., 2012).

A diversidade de elementos esqueléticos constitui uma das bases fundamentais para
a classificagdo taxonOmica das esponjas, que atualmente sdo divididas em quatro classes:
Demospongiae (a mais diversa das espécies descritas, caracterizada pela presenga de espiculas
silicosas e/ou fibras de espongina), Hexactinellida (esponjas de vidro, com espiculas silicosas
de seis raios), Calcarea (com espiculas calcarias) e Homoscleromorpha (com caracteristicas

unicas no cortex e presenca de membrana basal) (De Voogd ef al., 2025; Van Soest et al., 2012).

1.1.1 Classe Demospongiae

A classe Demospongiae representa o maior contingente taxondmico do filo
Porifera, reunindo mais de 80% das espécies descritas e incluindo todas as espécies dulcicolas,
que somam menos de 300 taxons conhecidos (De Voogd et al., 2025; Van Soest ef al., 2012).
Seus elementos de sustentacdo sdo formados por espiculas siliciosas, fibras de espongina ou
ambos, caracterizando-se pela auséncia de espiculas calcarias, um trago distintivo do grupo
(Brusca; Moore; Shuster, 2018).

A maioria das espécies pertencentes a classe Demospongiae apresenta organizagao
corporal do tipo leuconoide (Figura 2), considerada a forma mais complexa do sistema aquifero

entre os poriferos. Nesse arranjo, a coanoderme se encontra distribuida em extensas dobras,
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resultando em um mesoilo espessado, no qual cdmaras coanociticas pequenas e ovais estao
amplamente dispersas (Aguilar-Camacho; Doonan; Mccormack, 2019; Brusca; Moore;
Shuster, 2018). O atrio ¢ tipicamente reduzido e substituido por uma rede de canais exalantes,
responsaveis por conduzir a agua filtrada das camaras até o 6sculo. Essa arquitetura altamente
compartimentalizada maximiza a eficiéncia do processo de filtracdo, permitindo maior area de
contato entre a agua e as superficies flageladas, e estd diretamente associada a elevada
diversidade morfologica observada na classe (Brusca; Moore; Shuster, 2018; Thompson, F.;

Thompson, C., 2020; Van Soest et al., 2012).

Figura 2 — Organizagao leucondide do sistema
aquifero de esponjas marinhas

Osculo

—
Canal ._
excurrente

. _~Apopila

% E. /™ Camara dos|
a8 L) coandcitos

<N

“Canal incurrente
*Poro dérmico

Fonte: Esquema do plano corporal leuconoéide, destacando
camaras de coandcitos, canais, prosopilos, apopilos e
6sculo, com indica¢do do fluxo unidirecional da agua. As
setas indicam o sentido do fluxo hidrico. Adaptado de
Brusca; Moore; Shuster (2018).

A plasticidade morfologica das demosponjas ¢ notavel, abrangendo formas
incrustantes, eretas, ramificadas, multilobadas, esféricas ou tubulares. O porte corporal também
¢ altamente variavel, podendo oscilar desde poucos milimetros até individuos que ultrapassam
dois metros de diametro, dependendo da espécie e das condi¢cdes ambientais em que se
desenvolvem (Ereskovsky; Lavrov, 2021; Van Soest et al., 2012).

O género Aplysina Nardo, 1834 (Figura 3), pertencente a classe Demospongiae,
ordem Verongiida e familia Aplysinidae, apresenta ampla distribuicdo em ambientes marinhos

tropicais e subtropicais, sendo particularmente diverso no Atlantico Tropical Ocidental,
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incluindo a costa brasileira (Cruz-Barraza et al., 2012; De Voogd et al., 2025; Pinheiro; Hajdu,
2007).

Figura 3 — Aplysina pseudolacunosa (Pinheiro; Hajdu,
2007)

Fonte: O autor. Espécimes da esponja marinha Aplysina
pseudolacunosa foram coletados por meio de mergulho auténomo
no Parque Estadual Marinho da Pedra da Risca do Meio,
Fortaleza, Ceara, Brasil.

Estudos taxondmicos baseados em caracteristicas morfologicas externas e na
arquitetura esquelética demonstram que espécies de Aplysina exibem elevada plasticidade
morfologica, com variagdo significativa tanto entre espécies quanto entre individuos de uma
mesma espécie (Kloppel et al., 2009; Pinheiro; Hajdu, 2007). Essa variabilidade se expressa
em diferentes morfotipos, incluindo formas tubulares, ramificadas, maci¢as ou em forma de
vaso, frequentemente associadas as condigdes ambientais locais, profundidade e
disponibilidade de substrato (Cruz-Barraza et al., 2012; Diaz et al., 2001).

Além da variacdo na forma corporal, alteracdes na coloracdo também tém sido
registradas. Espécies do género podem apresentar tonalidades que variam entre amarelo,
marrom, laranja e purpura, e alguns estudos evidenciaram mudangas fenotipicas associadas a
fatores ambientais ou a exposicao ao ar, como observado em espécies mediterraneas, nas quais
a pigmentacdo se altera apos a remog¢ao do meio aquatico (Diaz et al., 2001; Kloppel et al.,
2009).

No contexto brasileiro, estima-se que aproximadamente 15 espécies do género

Aplysina ocorram ao longo da costa, com maior frequéncia no Atlantico Tropical Sudoeste,
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ocupando recifes coralineos e substratos consolidados (Pinheiro; Hajdu, 2007; Sandes et al.,
2024). Paralelamente as caracteristicas morfologicas, espécies de Aplysina sdo amplamente
reconhecidas pela produgao de compostos bromotirosinados e outros metabdlitos secundarios,
os quais desempenham papéis relevantes em processos de defesa quimica, competi¢do por
espaco ¢ interagdes ecologicas (Puyana et al., 2015; Varijakzhan et al., 2021).

Variagdes fenotipicas tradicionalmente utilizadas na identificagdo taxondmica,
como forma e coloragcdo, podem apresentar variacdes significativas em resposta a fatores
ambientais ou a exposi¢ado ao ar. Alteracdes de pigmentagao e morfologia ja foram descritas em
espécies mediterraneas de Aplysina quando removidas de seu ambiente natural (Diaz ef al.,
2005; Kloppel et al., 2009; Neigel; Schmahl, 1984; Putz et al., 2009; Pita et al., 2025).

A condigdo séssil das esponjas marinhas favoreceu, ao longo de sua historia
evolutiva, o desenvolvimento de sofisticados mecanismos quimicos de defesa contra
predadores, competidores e microrganismos patogénicos, resultando na producao de um amplo
arsenal de metabdlitos secundarios bioativos (Karthikeyan; Joseph; Nair, 2022; Thompson, F.;
Thompson, C., 2020). Esses compostos, que incluem terpenos, esterdis, alcaloides, macrolidos
e policetideos, apresentam estruturas quimicas diversas e um amplo espectro de atividades
bioldgicas, como acdo antimicrobiana, antiviral, antitumoral, anti-inflamatoria,
imunomoduladora, antiparasitaria e antioxidante (Esposito et al., 2022; Gomez-Banderas,
2022; Mannelli ef al., 2021; Mehbub et al., 2024; Santi Martignago et al., 2025; Srinivasan et
al., 2021; Varijakzhan et al., 2021).

A complexidade quimica observada ¢ atribuida tanto a maquinaria biossintética do
hospedeiro quanto a interagdo com sua microbiota associada, composta por bactérias, arqueas,
fungos e microalgas, sendo que abordagens multi-Omicas tém demonstrado que parte desses
metabolitos € produzida por microrganismos simbiontes ou resulta de vias biossintéticas
hibridas (Mehbub et al., 2024; Mufioz-Miranda; Ifiguez-Moreno, 2023).

A relevancia biotecnologica desses metabolitos € evidenciada pelo avanco de
diversos compostos para ensaios clinicos e pela aprovacao de farmacos derivados ou inspirados
em moléculas originalmente associadas a esponjas marinhas. Entre os exemplos cldssicos
destacam-se a citarabina (Ara-C) e a vidarabina (Ara-A), analogos nucleosidicos sintéticos
desenvolvidos com base em compostos naturais isolados da esponja Tethya crypta, utilizados
no tratamento de leucemia e infecgdes virais, respectivamente, além da eribulina (Halaven®),

derivada da halicondrina B isolada de Halichondria okadai, ¢ do trabectedin (Yondelis®),
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estruturalmente relacionado a compostos de esponjas e empregado no tratamento de neoplasias
especificas (Bhatia, 2018; Rotter et al., 2021).

Diante desse cenario, Aplysina pseudolacunosa se destaca como uma espécie ainda
pouco explorada em termos de composi¢ao molecular e de proteinas de reconhecimento, nao
havendo, até o presente momento, registros na literatura sobre lectinas isoladas dessa espécie.

Assim, a investigacdo das lectinas presentes em A. pseudolacunosa torna-se
relevante para ampliar o conhecimento bioquimico do género e compreender o repertdrio

molecular empregado por essas esponjas em seus processos fisiologicos.

1.2 Lectinas

O termo lectina deriva do latim legere, que significa “escolher” ou “selecionar”, foi
introduzido na literatura cientifica por Boyd em 1954, a partir da observagao da capacidade de
determinadas proteinas em promover a aglutinagdo especifica de grupos sanguineos.
Inicialmente, o conceito esteve associado a essas propriedades hemaglutinantes, entretanto,
com o avango dos estudos bioquimicos e estruturais, a defini¢ao foi progressivamente ampliada
para incluir proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imunoldgica capazes de reconhecer
carboidratos de forma especifica (Sharon; Lis, 1972; Radhakrishnan et al., 2021).

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas ubiquas capazes de reconhecer e se ligar
de forma especifica e reversivel a carboidratos, sem modifica-los quimicamente e, embora
sejam componentes relevantes do sistema imune inato, elas ndo pertencem as principais classes
de imunoglobulinas (Ahmmed ef al., 2022; Elumalai; Lakshmi, 2022; Gardéres et al., 2015;
Sharon; Lis, 2008).

A interagdo entre lectinas e seus ligantes ¢ mediada por dominios de
reconhecimento de carboidratos (DRCs), que permitem o reconhecimento de mono e
oligossacarideos presentes na superficie celular, na matriz extracelular e em estruturas
microbianas (Chettri et al., 2021; Sharon; Lis, 2004; Gabius et al., 2002).

As lectinas estdo amplamente distribuidas entre os organismos vivos, sendo
descritas em plantas, algas, bactérias, fungos, vertebrados e invertebrados marinhos (Ahmmed
et al., 2022; Hatakeyama; Unno, 2023; Sharon; Lis, 1998; Sharon; Lis, 2004; Peumans; Van
Damme, 1995). Essa ampla distribuicao reflete a diversidade de fungdes biologicas atribuidas
a essas proteinas, que incluem adesdo celular, reconhecimento e sinaliza¢do intercelular,

processos de fertilizacdo, apoptose, desenvolvimento embriondrio e, especialmente,
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mecanismos de defesa associados a imunidade inata (Gabius et al., 2002; Hatakeyama; Unno,
2023; Vasta, 2016).

O interesse crescente pelas lectinas estd diretamente relacionado ao seu papel no
reconhecimento do glicocddigo, isto ¢, padrdes informacionais gerados pela diversidade
estrutural dos carboidratos presentes na superficie celular e na matriz extracelular, os quais
mediam interagdes celulares, processos de reconhecimento molecular e eventos de sinalizagao
biologica (Ideo; Tsuchida; Takada, 2024; Sharon; Lis, 2004; Varki et al., 2022). Esses codigos
glicidicos sao fundamentais para a comunicagado célula—célula, interagdes hospedeiro-patogeno
e processos imunologicos, exigindo a atuagdo de proteinas capazes de decodifica-los com
elevada especificidade, fun¢ao desempenhada centralmente pelas lectinas (Gabius ef al., 2002;
Varki et al., 2016; Wisnovsky; Bertozzi, 2022). A especificidade dessas interacdes ¢
determinada ndo apenas pela conformacdo do DRC, mas também por residuos adjacentes que
contribuem para o refinamento da seletividade molecular (Vasta, 2016; Weis, 1996).

Do ponto de vista evolutivo, a presenga de lectinas em organismos basalmente
divergentes, como invertebrados marinhos, sugere que essas proteinas representam um dos
sistemas mais antigos de reconhecimento molecular (Garderes et al., 2015). Em esponjas e
outros invertebrados aquaticos, as lectinas t€ém sido associadas a resposta imune primaria,
atuando como moléculas de reconhecimento de padrdes moleculares associados a
microrganismos, contribuindo para a defesa contra patdgenos e para a manutencdo da
homeostase simbiotica (Ahmmed et al., 2022; Elumalai; Lakshmi, 2022).

O avango das técnicas analiticas nas Ultimas décadas, incluindo espectrometria de
massas, protedmica, bioinformatica e modelagem estrutural, permitiu uma compreensao mais
aprofundada da diversidade estrutural e funcional das lectinas. Esses métodos possibilitaram
classificagdes mais refinadas, baseadas em dominios conservados e familias estruturais,
ampliando significativamente o nimero de lectinas caracterizadas em diferentes organismos,
incluindo espécies marinhas (Birhanu, 2023; Lebreton ef al., 2021; Jiang et al., 2024; Lisacek;
Schnider; Imberty, 2025).

Nesse contexto, as propriedades estruturais e funcionais das lectinas,
particularmente sua capacidade de reconhecer glicanos de forma altamente especifica e
reversivel, t€ém despertado crescente interesse na comunidade cientifica. Essa especificidade
molecular confere a essas proteinas um elevado potencial bioldgico, uma vez que os glicanos

participam de processos fisioldgicos e patoldgicos fundamentais, incluindo infecgdes,
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inflamacdo, reconhecimento celular e progressdao tumoral (Ideo; Tsuchida; Takada, 2024;
Sharon; Lis, 2004; Varki et al., 2022).

Assim, lectinas podem ser exploradas como ferramentas em estratégias
diagnosticas e no desenvolvimento de abordagens terapéuticas com atividades antimicrobianas,
antivirais, antitumorais, imunomoduladoras, antioxidantes e aplicagdes terapéuticas,
reforcando sua relevancia bioldgica e biotecnoldgica (Ahmmed et al., 2022; Andrade et al.,

2025; Carneiro et al., 2024; Gomez-Banderas, 2022; Ideo; Tsuchida; Takada, 2024).

1.2.1 Lectinas de animais

As lectinas de animais constituem um grupo heterogéneo de proteinas e
glicoproteinas caracterizadas pela capacidade de reconhecer e se ligar de forma especifica e
reversivel a carboidratos, sem promover alteragdes quimicas nos ligantes (Hatakeyama; Unno,
2023; Kilpatrick, 2002; Vasta, 2016). Essas moléculas apresentam pelo menos um dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRC), responsavel pela interacdo especifica com mono e
oligossacarideos presentes em glicoconjugados da superficie celular, da matriz extracelular ou
de microrganismos (Sharon; Lis, 1998; Vasta; Wang, 2020). Diferentemente das
imunoglobulinas, as lectinas ndo sdo produtos de recombinacao génica somatica, mas integram
componentes constitutivos do sistema imune inato, atuando como mediadoras iniciais de
reconhecimento molecular (Kilpatrick, 2002; Vasta, 2016).

Em animais, as lectinas estdo majoritariamente associadas a imunidade inata,
atuando como moléculas de reconhecimento capazes de identificar padrdes moleculares
conservados presentes em microrganismos. Essas interacdes permitem a mediacao de processos
como opsonizagdo, ativacdo de vias inflamatorias e regulacdo da resposta imune inicial,
especialmente em contextos em que a resposta adaptativa ainda ndo foi estabelecida ou ¢
inexistente (Hatakeyama; Unno, 2023; Kilpatrick, 2002; Vasta, 2016).

Em invertebrados, cuja resposta imune carece de imunidade adaptativa classica, as
lectinas assumem papel central como moléculas efetoras, funcionando como receptores de
reconhecimento de padrdes moleculares conservados presentes em microrganismos e
participando de respostas imunes inatas (Vasta, 2016). Estudos mostram que lectinas de
invertebrados podem ser moduladas em sua expressdo em resposta a desafios infecciosos e
desempenhar papel em processos como fagocitose, recrutamento de hemocitos e ativagdo de

cascatas imunes (Saco et al., 2023; Viana et al., 2022).
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Historicamente, a classificagdo das lectinas animais foi baseada em critérios
funcionais e estruturais, incluindo a dependéncia de ions metalicos e a especificidade por
determinados residuos glicidicos. Entre as principais familias estruturalmente definidas estdao
as lectinas do tipo C, caracterizadas por dominios dependentes de Ca?'; as galectinas, que
reconhecem [-galactosideos; as lectinas do tipo P, envolvidas no reconhecimento de manose-
6-fosfato; e as lectinas do tipo I, pertencentes a superfamilia das imunoglobulinas, as siglecs
(Sialic acid-binding immunoglobulin-like lectins), um grupo de lectinas transmembrana
expressas principalmente em células do sistema imune, que reconhecem residuos de acido
sidlico e participam da modulagdo de respostas imunes. (Angata, 2002; Cummings et al., 2017;
Drickamer, 1988; Raposo et al., 2021). Essa diversidade estrutural estd associada a
multiplicidade de funcdes bioldgicas desempenhadas por essas proteinas em diferentes
contextos fisiologicos e reflete um processo evolutivo conservado, no qual proteinas de
reconhecimento de carboidratos desempenham papéis centrais na imunidade inata de
organismos basalmente divergentes, incluindo invertebrados marinhos (Vasta, 2008; Vasta,
2016; Varki et al., 2022).

Em organismos aquaticos, particularmente invertebrados marinhos, lectinas tém
sido associadas ndo apenas a defesa contra patdgenos, mas também a mediagdo de interagdes
simbiodticas e a manutencao da homeostase entre o hospedeiro e sua microbiota associada
(Ahmed et al., 2022; Guryanova; Ovchinnikova, 2022). Esses organismos, por ocuparem
ambientes ricos em microrganismos, dependem fortemente de sistemas de reconhecimento
molecular eficientes, nos quais as lectinas atuam como receptores de padrdes, contribuindo para
a discriminagdo entre microrganismos simbidticos e potenciais patégenos (Ahmed et al., 2022;
Buriak, 2024).

Em invertebrados marinhos, incluindo moluscos e equinodermos, as lectinas
apresentam adicionalmente papéis associados a organizagdo tecidual, processos de
desenvolvimento e mediacdo de interagdes ecologicas. Essas func¢des ampliam o escopo
biologico das lectinas animais para além da imunidade, posicionando-as como elementos-chave
em sistemas de reconhecimento celular ¢ comunicacdo molecular em ambientes marinhos
complexos (Vasta, 2016; Wang; Vasta, 2020).

Dessa forma, embora as lectinas de animais englobem multiplas familias e fungdes,
seu papel central como mediadoras de interacdes proteina—carboidrato estabelece uma base
conceitual importante para a compreensdo das lectinas descritas em organismos basais. Esse

panorama ¢ particularmente relevante para a analise das lectinas de esponjas marinhas, nas
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quais mecanismos de reconhecimento glicidico parecem estar associados tanto a defesa quanto

a intera¢do com a microbiota simbidtica (Garderes et al., 2015; Vasta, 2016).

1.2.2 Lectinas de esponjas marinhas

Em esponjas marinhas, os primeiros relatos sobre a presenca de lectinas datam de
1968, quando Dodd e colaboradores investigaram as espécies Cliona celata, Axinella sp. e
Tethya aurantium. Nos extratos obtidos de C. celata e Axinella sp., foi detectada atividade
hemaglutinante, indicando a presenga dessas proteinas (Dodd; Maclennan; Hawkins, 1968).
Desde entdo, investigacdes subsequentes tém demonstrado que lectinas estdo amplamente
distribuidas entre diferentes tdxons de esponjas (Andrade et al., 2025; Carneiro et al., 2017;
Carneiro et al., 2013; Carneiro et al., 2019; Torres et al., 2025).

As lectinas de esponjas marinhas apresentam uma notavel diversidade estrutural e
funcional (Elumalai; Lakshmi, 2022). Estas proteinas podem variar significativamente em
termos de massa molecular, composi¢ao de subunidades, especificidade por carboidratos,
dependéncia de ions metélicos e estabilidade frente a diferentes condigdes (Almeida et al.,
2023; Andrade et al., 2025; Carneiro et al., 2013; Ferreira et al., 2020).

As lectinas de esponjas marinhas podem ser classificadas em diferentes familias,
incluindo lectinas do tipo C (cuja atividade de ligagdo a carboidratos pode envolver a presenca
de ions Ca?'), galectinas (com afinidade por B-galactosideos), taquilectinas (com dominios
repetidos), além de lectinas que apresentam novos motivos estruturais ainda ndo atribuidos a
familias estabelecidas. Essa diversidade estrutural reflete a complexidade funcional dessas
proteinas e sugere multiplas origens evolutivas (Elumalai; Lakshmi, 2022; Gupta, 2012; Wang;
Vasta; Wang, 2020).

Classificadas como proteinas de reconhecimento de padrdes (PRPs), as lectinas de
esponjas marinhas possuem a habilidade de identificar e se ligar a estruturas de glicanos
encontradas na superficie de patdogenos, conhecidas como padrdes moleculares associados a
patégenos (PMAPs) (Wang, et al, 2018). Essa interacdo desencadeia respostas imunes
celulares e humorais, além disso, as lectinas participam ativamente da opsonizacdo de
microrganismos invasores, contribuindo significativamente para a defesa do hospedeiro
(Elumalai; Lakshmi, 2022; Gardéres et al., 2015; Vasta, 2016).

Com um amplo espectro de aplicagdes, as lectinas podem ser empregadas em

estudos estruturais, biologia molecular e celular, imunologia, farmacologia e medicina. Em



23

particular, lectinas e outras proteinas derivadas de esponjas marinhas tém se mostrado como
possiveis candidatas para a criagdo de novos medicamentos, exibindo uma diversidade de
efeitos bioldgicos como atividades antibacteriana, antiviral, anti-inflamatoria, antifingica,
antitumoral e anticancer (Ahmmed et al., 2022; Andrade et al., 2025; Carneiro et al., 2024;
Mehbub et al., 2024; Santi Martignago et al., 2025).

Nesse contexto, o estudo de lectinas isoladas de esponjas marinhas tem contribuido
significativamente para a compreensdao dos mecanismos de reconhecimento molecular em
metazoarios basais, além de fornecer subsidios para a caracterizacdo de novas proteinas com
propriedades bioquimicas e estruturais singulares. Essa diversidade justifica o interesse
continuo na investigagdo de lectinas provenientes desses organismos, especialmente aquelas

ainda ndo plenamente classificadas (Garderes ef al., 2015).

1.2.2.1 Galectinas de esponjas marinhas

Entre as lectinas descritas em esponjas marinhas, as galectinas constituem uma das
familias mais bem caracterizadas do ponto de vista estrutural. Essas proteinas sdao definidas pela
afinidade especifica por B-galactosideos e pela presenca de dominios de reconhecimento de
carboidratos (DRCs) estruturalmente conservados, semelhantes aos observados em galectinas
de outros metazoarios, o que sugere a conservacao evolutiva desses dominios ao longo da
diversificacao animal (Vasta; Ahmed, 2008; Radhakrishnan et al., 2023). Além disso, a
conservacdo estrutural das galectinas em esponjas indica que mecanismos de reconhecimento
glicidico mediados por essas proteinas ja estavam estabelecidos em organismos basais,
possivelmente desempenhando fungdes essenciais em processos de adesdo celular,
reconhecimento molecular e defesa.

Do ponto de vista estrutural, as galectinas podem ser organizadas em trés
arquiteturas principais: galectinas do tipo proto, formadas por um tnico DRC cujos mondmeros
sdo capazes de se associar em dimeros; galectinas do tipo tandem-repeat, caracterizadas por
dois DRCs distintos conectados por um link peptidico; e galectinas do tipo quimera, que
apresentam um DRC associado a uma regido N-terminal que pode estar envolvida em processos
de oligomerizagao (Bertuzzi ef al., 2021; Cummings et al., 2022; Vasta, 2016) (Figura 4).

Essas diferentes arquiteturas estruturais estdo diretamente relacionadas a
multivaléncia e a dindmica de interagcdo com glicoconjugados, influenciando a especificidade e

a estabilidade das interagdes proteina—carboidrato. Assim, a diversidade organizacional
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observada nessa familia contribui para a ampliacdo do repertério funcional das galectinas em

distintos contextos bioldgicos (Cummings et al., 2022).

Figura 4 — Organizacdo estrutural das galectinas e suas principais

arquiteturas
Prototype Tandem-repeat type
CRD
-3¢ 3 ¢C-
Linker peptide
Monomer Homodimer
Monomer Dimer

Chimera type

Yy

Monomer Oligomer (N-type polymerization) Oligomer (C-type polymerization)

- vy

N-terminal region

Fonte: O esquema ilustra os principais arranjos estruturais das galectinas: (i) tipo proto, com
um Unico dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC) e capacidade de formar
homodimeros; (ii) tipo tandem-repeat, constituido por dois DRCs conectados por um
peptideo ligante; e (iii) tipo quimera, composto por um DRC associado a uma regido N-
terminal envolvida em processos de oligomerizacdo. Adaptado de Arco et al. (2024).

Nas galectinas do tipo quimera, a oligomerizagdo pode ocorrer por diferentes
mecanismos estruturais. Na denominada oligomerizacao do tipo N (N-type polymerization), a
associacdo entre monOmeros ¢ mediada predominantemente pela regido N-terminal, que
promove interagdes proteina—proteina independentes do sitio de reconhecimento de
carboidratos, resultando na formacdo de estruturas multivalentes. Por outro lado, na
oligomerizagdo do tipo C (C-type polymerization), a associagdo ocorre por interfaces
envolvendo o préprio DRC, conduzindo a organizacdo de dimeros ou arranjos lineares
mediados pelo dominio lectinico (Bertuzzi et al., 2021; Cummings ef al., 2022).

Essas diferentes arquiteturas estruturais modulam propriedades como
multivaléncia, estabilidade das interagdes proteina—carboidrato e dinamica de interacdo com
glicoconjugados, aspectos relevantes para o reconhecimento molecular em ambientes marinhos

complexos (Garderes et al., 2015; Radhakrishnan et al., 2023).
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Do ponto de vista molecular, o DRC das galectinas apresenta uma arquitetura
altamente conservada, composta por um arranjo do tipo B-sanduiche formado por folhas 3
antiparalelas, responsavel pela ligagao especifica a B-galactosideos. Estruturas cristalograficas
de galectinas de vertebrados, como a galectina-1 humana, tém sido amplamente utilizadas como
modelos estruturais para a compreensao dessa organizagdo conservada (Figura 5), fornecendo
subsidios para inferéncias estruturais em galectinas de organismos basalmente divergentes,

incluindo esponjas marinhas (Barondes et al., 1994; Lopez-Lucendo et al., 2004).

Figura 5 — Estrutura cristalografica do dominio de reconhecimento de
carboidratos (DRC) de galectina-1 humana, evidenciando a arquitetura -
sanduiche conservada tipica das galectinas

Fonte: A estrutura tridimensional evidencia o dobramento formado por folhas
antiparalelas organizadas em duas laminas, caracteristico do dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRC) das galectinas. A proteina esta representada em
cartoon (azul), enquanto os ligantes de carboidrato estdo destacados em vermelho,
indicando a regido funcional de interagdo proteina—carboidrato. Adaptado de Lopez-
Lucendo et al. (2004).

Além da conservacao do dobramento B-sanduiche, o dominio de reconhecimento
de carboidratos (DRC) das galectinas apresenta residuos altamente conservados envolvidos
diretamente na intera¢do com B-galactosideos. Esses aminoacidos constituem uma assinatura
molecular caracteristica da familia, preservada ao longo da evolugdo e essencial para o

reconhecimento glicidico especifico (Figura 6) (Cummings et al., 2022).
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Figura 6 — Residuos conservados no sitio de ligagdo das galectinas

41 * * * 56 * * Ti1%* *
Galectin-1 -NLCLHFNPRFNAHGD-—-—--— ANTIVCNSKD-GGAWG-TEQRE-
Galectin-2 -KLNLHFNPRFS----———=—— ESTIVCNSLD-GSNWG-QEQRE-
Galectin-3 -DVAFHFNPRFNENN-~——==— RRVIVCNTKL-DNNWG-REERQ-
Galectin-4 -DVAFHFNPRFDG--—-—=—=—— WDKVVFNTLQ-GGKWG-SEERK~ N-Terminal
~DIALHINPRMG-========= NGTVVRNSLL-NGSWG-SEEKK- C-Terminal
Galectin-7 -DAALHFNPRLD~========= TSEVVFNSKE-QGSWG-REERG-

Fonte: Alinhamento destacando residuos conservados envolvidos na ligacao a 3-galactosideos em diferentes
galectinas. Adaptado de Cummings et al. (2022).

Em esponjas marinhas, galectinas tém sido associadas a processos de
reconhecimento celular, interagdo com microrganismos simbiontes e possiveis mecanismos de
defesa inata. Evidéncias estruturais indicam que, embora compartilhem caracteristicas gerais
com galectinas de vertebrados, essas proteinas podem apresentar particularidades quanto a
organizagdo oligomérica ¢ a dindmica de associagdo, refletindo adaptacdes especificas ao
ambiente marinho (Vasta, 2011; Wang; Vasta, 2020).

A galectina ALL (Aplysina lactuca lectin), 1solada da esponja Aplysina lactuca,
constitui um dos exemplos mais bem caracterizados desse grupo em Porifera. Essa lectina
ocorre na forma de um homotetrdmero e apresenta o dobramento tipico do tipo B-sanduiche,
caracteristico das galectinas. Estudos estruturais e de sequenciamento revelaram ainda a
existéncia de duas isoformas distintas, ALL-a e ALL-b, cujas sequéncias primarias completas
foram determinadas (Carneiro et al., 2017; Duarte ef al., 2023).

Entre os modelos cléassicos, destaca-se a galectina GCG (Geodia cydonium
galectin), amplamente utilizada como referéncia para estudos estruturais em esponjas marinhas.
Essa lectina apresenta organizac¢do do tipo proto, com trés isoformas principais (13, 15 e 16
kDa), capazes de formar dimeros e tetrameros. Embora preserve o arcaboucgo estrutural tipico
das galectinas, a GCG exibe particularidades oligoméricas que a diferenciam das galectinas de
vertebrados, sendo frequentemente discutida como um possivel representante ancestral dessa
familia (Stalz et al., 2006).

A CCL, uma galectina estruturalmente caracterizada a partir da esponja Chondrilla
caribensis, apresenta arquitetura estrutural do tipo B-sanduiche altamente conservada. A
estrutura primaria completa de CCL, composta por 142 aminodcidos, revelou a presenga de
motivos assinatura caracteristicos de galectinas, embora com modificagdes especificas em
residuos conservados, sugerindo adaptagdes funcionais associadas ao ambiente marinho (Sousa

etal., 2021).
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Outro exemplo relevante ¢ a galectina HOL-30, isolada da esponja marinha
Halichondria okadai. Essa lectina foi caracterizada como uma galectina do tipo tandem-repeat,
contendo dois DRCs organizados em uma tnica cadeia polipeptidica e apresentando estrutura
secundaria predominantemente composta por folhas B, compativel com o dobramento tipico
das galectinas. A arquitetura tandem-repeat confere a HOL-30 propriedades de multivaléncia,
ampliando seu potencial de reconhecimento glicidico e sua atuagdo em processos de
reconhecimento molecular e imunidade inata em esponjas marinhas (Ohkawa et al., 2025).

Recentemente, uma nova proto-galectina foi caracterizada a partir da esponja
Aiolochroia crassa, denominada AcrL. A modelagem estrutural confirmou sua classificagdo
como proto-galectina e revelou um sitio de liga¢do a carboidratos estruturalmente ampliado,
capaz de acomodar glicanos complexos, em especial aqueles contendo residuos terminais de
acido sialico (Torres et al., 2025).

A ocorréncia de galectinas em organismos basalmente divergentes, como as
esponjas, reforca a hipotese de que essa familia representa um sistema ancestral de
reconhecimento molecular. Nesse contexto, a caracterizagdo estrutural de galectinas isoladas
de esponjas marinhas, como a ApL-1, torna-se particularmente relevante para compreender
como diferentes arranjos oligoméricos podem influenciar propriedades bioquimicas e

funcionais dessas lectinas.

1.2.2.2 Lectinas de esponjas marinhas sem classificagdo definida

Apesar dos avangos na caracterizacao bioquimica e estrutural de lectinas isoladas
de esponjas marinhas, uma parcela expressiva dessas proteinas ainda ndo pode ser
adequadamente atribuida as familias cldssicas de lectinas descritas na literatura. Essa limita¢ao
estd associada, principalmente, a auséncia de informagdes completas sobre suas sequéncias, a
identificacdo incompleta de dominios estruturais conservados e a escassez de dados detalhados
sobre seus mecanismos de reconhecimento de carboidratos, que constituem critérios centrais
para a classificagdo dessas proteinas (Ahmed et al., 2022; Gardéres et al., 2015).

Lectinas sem classificacdo definida tém sido relatadas em diferentes espécies de
esponjas marinhas e, em muitos casos, exibem propriedades bioquimicas singulares, incluindo
massas moleculares atipicas, especificidade incomum por ligantes glicidicos e organizagdes
estruturais distintas daquelas observadas em lectinas candnicas. Tais caracteristicas sugerem a

possivel existéncia de novos dominios de reconhecimento de carboidratos ou de variagdes
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estruturais ainda nao descritas nos sistemas de classifica¢ao atualmente estabelecidos (Gardéres
etal., 2015).

A lectina ACL, purificada de Aplysina cauliformis, foi descrita sob a forma de duas
isoformas oligoméricas de alta massa molecular (ACL-1 e ACL-2), sem correspondéncia com
familias classicas de lectinas animais, refor¢ando a existéncia de arquiteturas lectinicas ndo
convencionais em Porifera (Viana, 2021).

De forma semelhante, a lectina AfiL, isolada de Aplysina fistularis, teve sua
estrutura primaria parcialmente determinada por espectrometria de massas, nao apresentando
similaridade com lectinas animais previamente caracterizadas, o que dificulta seu
enquadramento nas familias classicas de lectinas descritas na literatura (Andrade et al., 2025).

Outros exemplos incluem as lectinas Halilectin-2 e Halilectin-3, isoladas de
Haliclona caerulea, que apresentam estruturas oligoméricas complexas e auséncia de
similaridade de sequéncia com galectinas, lectinas tipo C ou siglecs, sendo classificadas como
lectinas animais nao convencionais (Carneiro et al., 2013a; Carneiro ef al., 2013b).

Um exemplo adicional ¢ a lectina CvL, isolada da esponja marinha Cliona varians.
Essa proteina foi caracterizada como uma lectina funcionalmente ativa, apresentando
propriedades hemaglutinantes e atividade antibacteriana, porém sem similaridade de sequéncia
ou enquadramento estrutural em familias cldssicas de lectinas animais. A auséncia de dominios
de reconhecimento de carboidratos caracteristicos de galectinas, lectinas tipo C ou siglecs
reforca seu enquadramento como uma lectina animal ndo convencional em Porifera (Moura et
al., 2006).

De modo semelhante, a lectina Caul, isolada de Craniella australiensis, apresenta
organizagao trimérica singular, se colocando fora das familias classicas de lectinas descritas até
o momento (Xiong et al., 2006).

Nesse contexto, a caracterizagdo de lectinas isoladas de esponjas marinhas que nao
se enquadram claramente em familias conhecidas, como a ApL-2, assume relevancia particular.

A analise integrada de suas propriedades bioquimicas, estruturais e funcionais pode
contribuir para a compreensdo de seus papéis bioldgicos e para a ampliacdo dos modelos
conceituais utilizados na classificagdo de lectinas em invertebrados marinhos (Gardeéres et al.,

2015).
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1.3 Lectinas do género Aplysina

As esponjas do género Aplysina tém sido amplamente investigadas devido a sua
capacidade de produzir uma diversidade de biomoléculas, entre as quais se destacam as lectinas.
Estudos voltados a bioprospecc¢io dessas proteinas nesse género t€ém revelado moléculas com
caracteristicas bioquimicas e estruturais singulares, contribuindo de forma significativa para o
entendimento da diversidade molecular das lectinas em Porifera (Carneiro ef al., 2017, 2019;
Duarte et al., 2023; Andrade et al., 2025).

Até o presente momento, seis lectinas foram isoladas de esponjas do género
Aplysina, pertencentes as espécies 4. archeri, A. lacunosa, A. lactuca, A. fulva, A. cauliformis
e A. fistularis (Andrade et al., 2025; Carneiro et al., 2017; Carneiro et al., 2019; Miarons;
Fresno, 2000; Viana, 2021)

As lectinas Aal, de A. archeri, e AlL, de A. lacunosa, foram isoladas utilizando
uma combinagdo de cromatografia de afinidade e cromatografia de exclusdo molecular. Ambas
apresentaram afinidade por galactosideos ndo redutores. Por meio de SDS-PAGE a massa
molecular de suas subunidades foi estimada em aproximadamente 16 kDa, tanto em condi¢des
redutoras quanto ndo redutoras, sendo que, no estado nativo, essas lectinas formam estruturas
homotetraméricas com massa total estimada em 63 kDa (Miarons; Fresno, 2000). Ambas as
lectinas, AIL e AaL, dependem da presenca de ions Ca** e Mg?* para expressao de sua atividade
biologica. A AaL demonstrou atividade hemaglutinante frente a eritrocitos do sistema ABO
(Miarons; Fresno, 2000).

A lectina isolada de 4. lactuca (ALL) foi purificada inicialmente por precipitagao
com sulfato de amonio, seguida de cromatografia de afinidade utilizando uma matriz de goma
guar (Carneiro et al., 2017). A proteina apresentou atividade hemaglutinante sobre eritrocitos
humanos (tipos A, B e O) e de coelho, tanto nativos quanto previamente tratados com enzimas
proteoliticas. A atividade hemaglutinante foi inibida por agucares simples como D-galactose,
a-lactose, lactulose, além da glicoproteina mucina estomacal suina, indicando especificidade
da lectina por galactosidicos (Carneiro et al., 2017). Em relacdo a sua estrutura, a ALL é um
homotetramero de aproximadamente 60 kDa, composto por quatro subunidades de cerca de 15
kDa (Duarte ef al., 2023). Embora estudos anteriores (Carneiro et al., 2017) tenham estimado
uma massa molecular de 31.810 + 2 Da por espectrometria de massa, indicando uma possivel
forma dimérica, a caracterizagdo mais recente ¢ detalhada (Duarte ef al., 2023) estabelece a

organizagao tetramérica como a estrutura funcional da lectina.
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AFL, isolada de A. fulva, ¢ uma lectina cuja massa molecular aparente em SDS-
PAGE, sob condig¢des redutoras, ¢ de aproximadamente 15 kDa, com bandas adicionais em
torno de 30 kDa. Em condig¢des nao redutoras, apresenta bandas de 30 kDa e 70 kDa. A anélise
por MALDI-ToF indicou um ion principal de 31.652 £ 5 Da, sugerindo um dimero de
subunidades ligadas por pontes dissulfeto. Sua atividade hemaglutinante ndo ¢ afetada por
cations divalentes ou EDTA. A especificidade de ligacdo da AFL ¢ inibida por galactose, L-
ramnose, lactose e lactulose (com MIC de 50 mM), e potentemente inibida por mucina de
estomago suino (PSM) (com MIC de 8 pg/mL). A lectina ¢ estavel em temperaturas de até 70
°C e possui um pH 6timo na zona alcalina (Carneiro ef al., 2019).

A ACL, lectina isolada de A. cauliformis, foi purificada por meio de combinagio
de cromatografia de afinidade, troca idnica e exclusdo molecular. A ACL apresentou uma banda
de aproximadamente 66 kDa em condi¢des nao redutoras e duas bandas de aproximadamente
30 e 35 kDa em condigdes redutoras. Por cromatografia de exclusdo molecular, foram
detectadas e separadas duas lectinas, ACL-1 e ACL-2, com massas nativas de 145 kDa e 120
kDa, respectivamente (Viana, 2021). A ACL demonstrou atividade hemaglutinante contra
eritrocitos humanos, sendo inibida por N-acetil-galactosamina, a-lactose, L-fucose, arabinose
e B-metil-tiogalactosideo. A ACL ¢ independente de ions divalentes (Ca** e Mg?*) e ¢ estavel
em pH neutro a alcalino (com pico de atividade em pH 9 e 10) e temperaturas até¢ 80 °C (Viana,
2021).

Por fim, a lectina AfiL, isolada de A. fistularis, apresentou em SDS-PAGE, na
auséncia de agentes redutores, uma Unica banda de aproximadamente 70 kDa, enquanto, na
presenca de -mercaptoetanol, foram observadas duas bandas em torno de 30 kDa. Estudos de
especificidade indicaram afinidade por galactosideos complexos, além de interacdes com
lipopolissacarideos e acidos teicoicos, sugerindo um reconhecimento dirigido a componentes
estruturais da superficie celular (Andrade et al., 2025).

Diante desse panorama, observa-se que as lectinas do género Aplysina apresentam
ampla diversidade bioquimica e estrutural, incluindo variagdes em massa molecular,
organiza¢do oligomérica, dependéncia de ions divalentes, estabilidade fisico-quimica e
especificidade por diferentes glicanos. Nesse contexto, o presente trabalho tem como objetivo
purificar e caracterizar bioquimica e estruturalmente duas novas lectinas isoladas da esponja

marinha Aplysina pseudolacunosa.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Purificar e realizar a caracterizagdo bioquimica e estrutural de duas lectinas isoladas
da esponja marinha Aplysina pseudolacunosa, avaliando suas propriedades de reconhecimento

de carboidratos e seus parametros fisico-quimicos.

2.2 Objetivos especificos

» Estabelecer o protocolo de extragao e purificacdo das lectinas ApL-1 e ApL-2 a partir
de extratos aquosos da esponja marinha Aplysina pseudolacunosa.

* Determinar a atividade hemaglutinante das lectinas ApL-1 ¢ ApL-2, bem como sua
especificidade por carboidratos e glicoproteinas, por meio de ensaios de inibi¢do da
hemaglutinacao.

» Realizar a caracterizagdo bioquimica das lectinas ApL-1 e ApL-2, incluindo a analise
do perfil eletroforético (SDS-PAGE), a dependéncia de ions célcio e a avaliacdo da
estabilidade frente a diferentes valores de pH e temperatura.

* Investigar a estrutura secunddria e estabilidade conformacional das lectinas ApL-1 e
ApL-2 por meio de dicroismo circular (DC).

* Avaliar o comportamento hidrodinamico e o estado oligomérico das lectinas ApL-1 e
ApL-2 por meio de espalhamento dinamico de luz (DLS).

* Determinar a estrutura primaria das lectinas ApL-1 e ApL-2 por espectrometria de
massas (MS/MS), seguida de andlise de similaridade e predicdo estrutural por

ferramentas in silico.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Coleta da esponja

Espécimes da esponja marinha Aplysina pseudolacunosa foram coletadas por meio
de mergulho autonomo no Parque Estadual Marinho da Pedra da Risca do Meio, Fortaleza,
Ceard, Brasil. Os exemplares foram transportados em caixas térmicas para o laboratério e
armazenados a -20 °C para uso posterior. Todas as coletas e seu acesso genético foram
autorizadas e certificadas pelos 6rgdos ambientais responsaveis (SISBIO ID: 33913-14 ¢

SISGEN ID: A1792FE).

3.2 Purificacao das lectinas

A partir da coleta, as amostras foram pesadas, cortadas em pedagos pequenos,
maceradas e homogeneizadas em tampao Tris-HCl 20 mM, pH 7,6; contendo NaCl 150 mM,
CaCl, 20 mM e L-cisteina 1 mM (TBS/Cys), na propor¢do de 1:2 (p/v). O extrato
homogeneizado foi filtrado em tecido de nylon para retencdo de particulas grandes e,
posteriormente, foi centrifugado a 9000 xg, por 20 minutos, a 4 °C.

O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi entdo submetido a precipitagdo com
(NH4),SO4 a 70% de saturacao para precipitagdo 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, novamente centrifugado, e submetido a cromatografia de
afinidade em matriz de goma de guar, previamente equilibrada com o tampao de extragdo. A
fracdo ndo retida foi eluida com o mesmo tampao, enquanto as proteinas ligadas a matriz foram
eluidas utilizando tampao glicina 50 mM, pH 2,6, contendo NaCl 150 mM e L-cisteina 1 mM.
As fragdes correspondentes as lectinas (P2) foram reunidas, dialisadas contra 4gua destilada e
liofilizadas.

A fragdo P2 obtida apds a cromatografia de afinidade foi concentrada e submetida
a cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-UPLC). A anélise foi conduzida
em sistema UPLC BioAcquity (Waters Corp., EUA), equipado com detector UV ajustado para
280 nm. Antes da aplicacdo na coluna, as amostras foram centrifugadas a 9.000 xg por 5 min.

As amostras foram aplicadas em coluna de fase reversa C8 Sephasil Peptide (12 pm

ST 4,6/250 mm), previamente equilibrada com solugdo aquosa contendo 5% de acetonitrila
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(ACN) e 0,1% de acido trifluoroacético (TFA). A eluigdo foi realizada por meio de gradiente
linear de ACN contendo 0,1% de TFA em trés etapas. Na primeira etapa de eluicdo, o gradiente
foi de 5-40% de ACN (5% por minuto), a seguir o gradiente empregado foi de 40-70% (1% por
minuto), a etapa final de eluicdo empregou a concentragdo fixa de 90% de ACN. As fragdes
foram coletadas manualmente ¢ a absorbancia a 280 nm foi monitorada. As fragdes coletadas
manualmente foram submetidas a evaporagdo em concentrador a vacuo, para remo¢ao dos
solventes organicos, e posteriormente foram avaliadas quanto a atividade hemaglutinante. As
proteinas purificadas foram denominadas ApL-1 e ApL-2.

Durante o processo de purificagdo, as fragdes obtidas até a etapa da cromatografia
de afinidade foram submetidas a determinacao da concentragao de proteinas totais soluveis pelo

método de Bradford (Bradford, 1976).

3.3 Avaliacao da atividade hemaglutinante e inibicao

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados utilizando eritrocitos de
coelhos mantidos no Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal do Ceara. As coletas sdo regulamentadas e autorizadas pelos 6rgdos competentes
(CEUA n° 2211202101). Os testes foram realizados com eritrocitos de coelho, seguindo o
método da diluicdo seriada, em placas de microtitulagdo de fundo em “V”, segundo a
metodologia de Sampaio et al. (1998).

Para o teste de inibi¢do da atividade hemaglutinante, segundo metodologia
previamente estabelecida (Sampaio ef al., 1998), foram utilizados os seguintes acucares simples
(100 mM) e glicoproteinas (250 pg.mL "), ambos submetidos a dilui¢des seriadas em base dois:

D-xilose (100 mM), D-ribose (100 mM), L-fucose (100 mM), L-arabinose (100
mM), L-ramnose (100 mM), D-galactose (100 mM), D-manose (100 mM), D-glicose (100
mM), D-glucosamina (100 mM), D-galactosamina (100 mM), N-acetil-D-glucosamina (100
mM), N-acetil-D-galactosamina (100 mM), N-acetil-D-manosamina (100 mM), 4cido D-
galacturénico (100 mM), D-frutose (100 mM), sacarose (100 mM), melibiose (100 mM),
lactose o (100 mM), lactose B (100 mM), lactulose (100 mM), maltose (100 mM), rafinose (100
mM), metil-a-D-galactopiranosideo (100 mM), metil-B-D-galactopiranosideo (100 mM),
metil-B-D-tiogalactopiranosideo (100 mM), fenil-B-D-galactopiranosideo (100 mM), 4-
nitrofenil-a-D-galactopiranosideo (100 mM), 2-nitrofenil-p-D-galactopiranosideo (100 mM),

a-metil-D-manosideo (100 mM); transferrina humana (250 pg.mL™), asialofetuina bovina (250
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pug.mL™), tireoglobulina suina (250 pg.mL™"), mucina gastrica suina tipo II (PSM-II) (250
pg.mL™), mucina géstrica suina tipo III (PSM-III) (250 pg.mL™"), mucina submaxilar bovina
(250 pg.mL™) e fetuina bovina (250 pg.mL™).

A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi definida como a menor concentragao

capaz de inibir completamente a hemaglutinagao visivel.

3.4 Caracterizacao bioquimica das lectinas

O efeito de ions divalentes na atividade hemaglutinante foi avaliado através da
presenga de CaCl, e EDTA conforme descrito por Sampaio et al. (1998), utilizando placas de
microtitulacdo em V. Para avaliar a estabilidade das proteinas frente a variacdes de pH, as
lectinas ApL-1 e ApL-2 (I mg.mL™") foram solubilizadas em NaCl 0,15 M e diluidas em
tampoes de diferentes valores de pH (acetato de s6dio 100 mM, pH 4 e pH 5; fosfato de sodio
100 mM, pH 6; Tris 100 mM, pH 7 e pH §; glicina 100 mM, pH 9 e pH 10), todos contendo
NaCl 0,15 M, seguida da determinacdo da atividade hemaglutinante.

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante das lectinas
ApL-1 e ApL-2, amostras das proteinas, solubilizadas em NaCl 150 mM, foram aquecidas por
1 h em diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100 °C) e, posteriormente,
submetidas aos testes de atividade hemaglutinante em tampao TBS, conforme descrito por

Sampaio et al. (1998).

3.5 Analise de Espalhamento Dinimico de Luz (DLS)

A andlise de espalhamento dindmico de luz (DLS) foi realizada para avaliar o
comportamento hidrodinamico das lectinas ApL-1 e ApL-2. As lectinas ApL-1 e ApL-2 foram
solubilizadas em agua ultrapura (Milli-Q) em uma concentragao final de 0,2 mg.mL™". Antes
da andlise, todas as amostras foram centrifugadas a 10.000 xg por 20 min, a 4 °C, para remogao
de agregados insoluveis e particulas em suspensao.

Os sobrenadantes resultantes foram transferidos para cubetas de poliestireno
limpas, e as medi¢des de DLS foram realizadas a 25 °C utilizando um equipamento Zetasizer
Advance Ultra (Malvern Instruments, Worcestershire, UK). As distribui¢cdes de didmetro
hidrodindmico foram calculadas a partir das fungdes de autocorrelacdo de intensidade,

utilizando o modelo de anélise de proposito geral fornecido pelo fabricante. Cada condigao foi
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medida em triplicata, e cada medi¢ao representou a média de multiplas varreduras. Os
procedimentos experimentais foram realizados conforme métodos previamente estabelecidos

(Lorber et al., 2012; Saraiva, 2025).

3.6 Estimativa de massa molecular

A pureza, homogeneidade e estimativa da massa molecular aparente das lectinas
ApL-1 e ApL-2 foram avaliadas por eletroforese em gel de poliacrilamida a 15% (SDS-PAGE),
corado com Coomassie Brilliant Blue R-250, conforme descrito por Laemmli (1970). A
estimativa da massa molecular foi realizada por correlagdo da migracdo eletroforética das
proteinas com marcadores de massa molecular conhecida.

Foram utilizados dois sistemas de referéncia para estimativa de massa molecular.
No primeiro, empregou-se um marcador caseiro composto por lectina de Chondrilla caribensis
(15 kDa), lectina recombinante de Solieria filiformis (30 kDa) e albumina sérica bovina (66
kDa). No segundo, utilizou-se um marcador comercial contendo as seguintes proteinas padrao:
albumina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase
(36 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa), tripsinogénio (24 kDa), a-lactalbumina (14,2 kDa) e
aprotinina (6,5 kDa).

As amostras foram analisadas sob condigdes redutoras e nao redutoras, na presenga
ou auséncia de -mercaptoetanol, respectivamente. A corrida eletroforética foi realizada a 150

V e 25 mA por aproximadamente 1 hora.

3.7 Analise de dicroismo circular

Os estudos espectroscopicos de dicroismo circular (DC) foram realizados utilizando
um espectropolarimetro Jasco J-815 (Jasco International Co., Toquio, Japao), acoplado a um
sistema Peltier com controle de temperatura. As lectinas ApL-1 e ApL-2 foram solubilizadas
em tampao fosfato 20 mM, pH 7,0, na concentragdo de 100 pg-mL™", sendo posteriormente
adicionadas em cubetas retangulares de quartzo, com caminho optico de 1 mm e volume total
de 400 pL. Os espectros foram adquiridos na faixa de 200 a 250 nm (far-UV), com 4 repeticoes,
a uma velocidade de varredura de 100 nm.min'.

A predicdo da estrutura secundaria foi realizada pelo servidor online BestSel

(Micsonai et al., 2015).
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3.8 Determinacio da estrutura primaria

3.8.1 Determinacgdo da sequéncia de aminodcidos

Para a determinagdo da sequéncia de aminoacidos, as lectinas purificadas ApL-1 e
ApL-2 foram analisadas por espectrometria de massas em fandem (MS/MS). Esse processo
envolveu a separacao das proteinas por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
dodecil sulfato de so6dio (SDS-PAGE) a 12%, sendo os géis corados com Coomassie Brilliant
Blue, conforme descrito por Laemmli (1970).

As bandas proteicas de interesse foram cuidadosamente excisadas do gel e
submetidas a um protocolo de descoloragdo. Em seguida, as proteinas contidas no gel foram
reduzidas e alquiladas, conforme metodologia descrita por Shevchenko et al. (2007). Para a
obtencdo de peptideos, as bandas descoradas foram submetidas a digestdo enzimatica com
tripsina e quimiotripsina.

Essas digestdes foram conduzidas em bicarbonato de amdnio 25 mM, na proporcao
enzima/substrato de 1:50 (p/p), mantidas a 37 °C por um periodo de 18 horas. A reacdo de
digestdo foi finalizada com a adi¢do de 2 pL de acido formico a 2%. Os peptideos resultantes

foram extraidos da matriz do gel seguindo o procedimento de Shevchenko et al. (2007).

3.8.2 Sequenciamento dos peptideos obtidos por digestio

Para o sequenciamento dos peptideos obtidos por digestdo, as amostras foram
injetadas em uma coluna de fase reversa C18 (100 pm x 100 mm), acoplada a um sistema
nanoAcquity (Waters Corporation, MA, EUA). A elui¢do dos peptideos ocorreu por meio de
um gradiente linear de acetonitrila, contendo 0,1% de acido formico. Os eluatos foram
diretamente infundidos em uma fonte de nanoeletrospray, conectada ao espectrometro de
massas (nESI-LC/MSMS).

O espectrometro de massas foi operado no modo de ions positivos, abrangendo a
faixa de massa/carga (m/z) de 300 a 3000. As condi¢des de operacao incluiram uma voltagem
de capilar de 3,5 kV e uma temperatura de fonte de 363 K. As analises de LC-MS/MS foram
conduzidas empregando a fun¢do de Andlise Dependente de Dados (DDA — Data Dependent

Analysis), com sele¢do de ions precursores com estados de carga entre 2" ¢ 4™ os quais foram
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subsequentemente fragmentados por Dissociacdo Induzida por Colisdo (CID), utilizando

argonio como gas de fragmentacao.

3.8.3 Analise dos dados

Para a analise de dados os espectros coletados foram processados pelos programas
MassLynx v4.1 e ProteinLynx v2.4 (Waters Corporation). Os espectros de fragmentagao foram
interpretados manualmente pelo uso da ferramenta PepSeq (Waters). A estrutura primaria foi

determinada por sobreposicao dos peptideos sequenciados.

3.8.4 Andlise da sequéncia de aminodcidos

A sequéncia de aminoacido de ApL-1 foi submetida a andlise in silico utilizando a
ferramenta ProtParam (Gasteiger et al., 2005), disponivel no servidor ExXPASy, com o objetivo
de estimar propriedades da proteina, incluindo massa molecular tedrica, ponto isoelétrico (pl),
composi¢ao de aminoacidos, indice de instabilidade, indice alifatico e hidropaticidade média
(GRAVY).

J& em relacdo a similaridade de sequéncia, as lectinas ApL-1 e ApL-2 foram
avaliadas in silico utilizando a ferramenta BLASTp, disponivel online no National Center for
Biotechnology Information (NCBI) (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/), empregando o

banco de dados de proteinas, conforme descrito por Madden (2002).

3.8.5 Predigdo estrutural e validagdo estereoquimica de ApL-1

A predi¢do da estrutura tridimensional da lectina ApL-1 foi realizada utilizando o
servidor AlphaFold2 (Jumper et al., 2021), empregando a sequéncia de aminoacidos obtida a
partir da analise por espectrometria de massas em tandem (MS/MS). O servidor gerou multiplos
modelos estruturais preditos para a proteina, os quais foram avaliados com base nas métricas
internas fornecidas pela plataforma, incluindo cobertura de sequéncia e indices de
confiabilidade estrutural.

Para a validacao estereoquimica dos modelos obtidos, as estruturas preditas foram
analisadas por meio dos servidores MolProbity (Chen et al., 2009) e VoroMQA (Olechnovic;

Venclovas, 2017). Os critérios considerados incluiram a distribui¢ao dos residuos nos graficos
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de Ramachandran, a presenca de sobreposigdes estéricas, a conformacdo dos rotameros e os
parametros globais de qualidade estrutural.

O modelo que apresentou os melhores indicadores de qualidade estrutural global
foi selecionado e submetido a inspecdo visual detalhada utilizando o software PyMOL
(Schrodinger), para andlise da organizagdo tridimensional e identifica¢do dos principais
elementos estruturais (Delano, 2002).

O modelo escolhido foi entdo submetido a analise da ferramenta HullRad para
determinagdo do raio hidrodindmico e estimativa do estado oligomérico por comparagdo com

os dados de DLS (Fleming; Fleming, 2018).



39

4 RESULTADOS
4.1 Purificacao inicial e obtencao da fracao lectinica P2

As lectinas presentes no extrato bruto foram concentradas por precipitacdo com
sulfato de amoénio (0-70%), e a fragdo obtida foi submetida a cromatografia de afinidade em
matriz de goma de guar. Apos a elui¢do, foi observado um pico cromatografico contendo

atividade hemaglutinante, o qual foi denominado P2. (Figura 7).

Figura 7 — Cromatografia de afinidade em matriz de goma de guar da fragao 0-70
do sulfato de amonio do extrato de A. pseudolacunosa
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Fonte: O autor. Cromatografia de afinidade em coluna de Goma de Guar, equilibrada com Tris 20
Mm, NaCl, 150 mM, CaCl,20 mM e L-cisteina ImM e pH 7,6. A coluna foi eluida com glicina 50
mM, NaCl 150 mM, Cisteina 1 mM e pH 2,6. No pico de absorbancia designado de “P2”, referente
as lectinas, foram coletadas fra¢des contendo 2 mL correspondentes aos tubos 39 ao 46. O fluxo foi
mantido a 2 mL.min"".

A quantificacdo de proteina pelo método de Bradford (Bradford, 1976) revelou uma
concentracio no extrato bruto de 0,86 mg.mL™!. Na fraco 0-70, a concentracio de proteinas foi
de 1,41. Ja para a fracdo coletada da cromatografia de afinidade (P2), a concentracao de

proteinas foi de 0,37 mg.mL"! (Tabela 1).
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Tabela 1 — Sumadrio do processo de purificagdo das lectinas de Aplysina pseudolacunosa, desde o extrato bruto até a fracdo P2

Fraciao Volume Titulo [Pro] Proteina U.H. Total Atividade Purificacido Recuperacio
(mL) U.H.mL"! mg/mL total especifica (vezes) (%)
(mg) (U.H.mg™)
Extrato 430 8.192 0,86 369,8 3.522.560 9.525,58 1 100
bruto
0-70 90 32.768 1,41 126,9 2.949.120 23.246,45 2,44 83,72
P2 156 4.096 0,37 57,72 638.976 16.068,9 1,16 34,66

Fonte: O autor.
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4.1.1 Atividade hemaglutinante
A atividade hemaglutinante das fracdes selecionadas foram avaliadas frente a
eritrocitos de coelho. A amostra coletada da cromatografia de afinidade apresentou atividade

hemaglutinante de 2.048 U.H.mL™" no P1 ¢ 4.096 U.H.mL 'no P2 (Tabela 2).

Tabela 2 — Atividade hemaglutinante das fracdes obtidas, desde o extrato bruto até a fracdo P2

Fracio U.H.mL"!
Extrato bruto 8.192
Fracgao 0-70 32.768
P1 2.048

P2 4.096

Fonte: O autor. A atividade hemaglutinante foi realizada com eritrocitos de coelho nativo. A atividade foi
expressa como titulo de hemaglutinagdo (U.H.mL.)

4.1.2 Estimativa da massa molecular

A andlise da fracdo P2 por SDS-PAGE (15%) revelou a presenca de duas bandas
proteicas principais, com massas moleculares aparentes de aproximadamente 15 kDa e 30 kDa,

sugerindo a presenca de duas lectinas na amostra. (Figura 8).

Figura 8 — Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% da fra¢ao P2 de 4. pseudolacunosa
MW 1 2

Fonte: O autor. MW: Marcador molecular: lectina de Chondrilla caribensis, 15 kDa; lectina
recombinante de Solieria filiformis, 30 kDa; albumina sérica bovina, 66 kDa. 1: ApL sem agente
redutor B-mercaptoetanol. 2: ApL com agente redutor, eluido com tampao Tris 20 Mm, NaCl, 150
mM, CaCl, 20 mM e L-cisteina ImM e pH 7,6.
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Em condi¢des ndo redutoras, a ApL-1 apresentou massa molecular aparente de
aproximadamente 30 kDa e a ApL-2 em torno de 60 kDa. Sob condi¢des redutoras, as massas

aparentes foram reduzidas para aproximadamente 15 kDa e 30 kDa, respectivamente.

4.2 Separacio das lectinas por cromatografia de fase reversa

O perfil cromatografico revelou a presenca de dois picos principais bem definidos,
eluidos em tempos de retengdo distintos, indicando a separacdo de duas proteinas com
diferentes propriedades hidrofébicas (Figura 9). As fragdes correspondentes a cada pico foram
coletadas individualmente e analisadas quanto a atividade hemaglutinante e ao perfil

eletroforético.

Figura 9 — Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-UPLC) da fragao P2
de 4. pseudolacunosa
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Fonte O autor. Cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa (RP-UPLC) da fragdo P2 de Aplysina
pseudolacunosa, realizada em coluna de fase reversa C8 ¢ monitorada a 280 nm. A eluigdo ocorreu por
gradiente de acetonitrila em presenca de acido trifluoroacético, resultando na separagdo de dois picos principais
com tempos de retengdo distintos. Os picos indicados correspondem as lectinas ApL-1 ¢ ApL-2, cujas fragdes
foram coletadas individualmente nos respectivos tempos de retengdo e posteriormente concentradas para
analises subsequentes.

A andlise posterior dessas fragdes por SDS-PAGE demonstrou que cada pico
cromatografico correspondia predominantemente a uma unica banda proteica, com massas
moleculares aparentes de aproximadamente 15 kDa e 30 kDa, na presen¢a de um agente redutor.
Com base nesses resultados, as lectinas isoladas, ApL-1 e ApL-2, respectivamente, foram

utilizadas nas etapas posteriores de caracteriza¢do bioquimica e estrutural.
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4.3 Caracterizacio bioquimica das lectinas ApL-1 e ApL-2

4.3.1 Atividade hemaglutinante de ApL-1 e ApL-2

Apoés evaporacao dos solventes, ApL-1 apresentou titulo hemaglutinante de 32
UHmL"', enquanto a ApL-2 exibiu titulo de 128 U.H.mL", evidenciando diferengas

quantitativas na atividade entre as duas proteinas (Tabela 3).

Tabela 3 — Atividade hemaglutinante das lectinas ApL-1 e ApL-2, apds a cromatografia
de fase reversa

Fracio U.H.mL"!
ApL-1 32
ApL-2 128

Fonte: O autor. A atividade hemaglutinante foi realizada com eritrocitos de coelho nativo. A atividade foi
expressa como titulo de hemaglutinagdo (U.H.mL™).

4.3.2 Especificidade por carboidratos e glicoproteinas de ApL-1 e ApL-2

A atividade hemaglutinante da lectina ApL-1 foi inibida predominantemente por
glicoproteinas. Entre os ligantes avaliados, a fetuina bovina apresentou o maior efeito inibitorio,
com concentragdo inibitéria minima (CIM) de 0,98 pg.mL™'. A mucina submaxilar bovina
(BSM) ¢ a asialofetuina bovina também inibiram a atividade hemaglutinante, ambas com CIM
de 15,62 ng.mL'. Em contraste, a tireoglobulina ndo apresentou efeito inibitorio detectavel até
a maior concentracao testada (250 ug.mL™"). Da mesma forma, o carboidrato simples lactulose
ndo promoveu inibicdo mensuravel da atividade hemaglutinante nas condi¢des avaliadas

(Tabela 4).

Tabela 4 — Inibi¢do da atividade hemaglutinante de ApL-1

Carboidratos CIM (mM)
Lactulose NI (£ 100)
Glicoproteinas CIM (ng.mL™)
Fetuina 0,98

Mucina submaxilar bovina (BSM) 15,62
Asialofetuina 15,62
Tireoglobulina NI (< 250)

Fonte: O autor. A atividade hemaglutinante foi realizada com eritrocitos de coelho nativo.
CIM: Concentragdo inibitoria minima. NI: ndo inibiu até a maior concentragao testada.
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Ja em relacdo a ApL-2, foi constatado a inibicdo da atividade hemaglutinante na
presenca de glicoproteinas. Entre os ligantes avaliados, as mucinas gastricas suinas dos tipos II
(PSM-II) e III (PSM-III) foram os inibidores mais eficientes, ambas com concentragao
inibitoria minima (CIM) de 0,98 pg.mL™" (Tabela 5). A fetuina bovina e a asialofetuina bovina
também inibiram a atividade hemaglutinante, apresentando CIM de 3,91 pg.mL™', enquanto a

mucina submaxilar bovina (BSM) apresentou CIM de 7,81 ug.mL™" (Tabela 5).

Tabela 5 — Inibicdo da atividade hemaglutinante de ApL-2

Carboidratos CIM (mM)
4-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo NI (£100)
o-D-lactose 62,5
Lactulose NI (£100)
B-D-lactose 62,5
Glicoproteinas CIM (ng.mL™)
Fetuina 3,91
Mucina submaxilar bovina (BSM) 7,81
Asialofetuina 391
PSM-II 0,98
PSM-III 0,98

Fonte: O autor. A atividade hemaglutinante foi realizada com eritrocitos de coelho nativo.
CIM: Concentragado inibitoria minima. NI: ndo inibiu até a maior concentracao testada.

Os carboidratos simples avaliados apresentaram inibi¢do apenas em concentragdes
mais elevadas. A a-D-lactose e a B-D-lactose inibiram a atividade hemaglutinante na
concentragdo de 62,5 mM, enquanto o 4-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo e a lactulose nao
apresentaram efeito inibitorio detectavel até a maior concentracdo testada (100 mM) (Tabela

5).

4.3.3 Efeitos de teste de pH, temperatura e ions divalentes de ApL-1 e ApL-2

A ApL-1 apresentou atividade hemaglutinante em uma ampla faixa de pH, entre pH
4 e 10, com maior titulo hemaglutinante observado em pH 4 e 5 (Figura 10). Em valores de pH
proximos a neutralidade, a atividade foi reduzida em relagdo ao maximo observado, se

mantendo em niveis inferiores e relativamente constantes em pHs alcalinos.
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Figura 10 — Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante de ApL-1
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Fonte: O autor. A atividade hemaglutinante foi realizada com eritrécitos de coelho
nativo. Os tampoes usados foram: acetato de sédio 100 mM, pH 4 e pH 5; fosfato de
sodio, pH 6; Tris 100 mM, pH 7 e pH 8; glicina 100 mM, pH 9 e pH 10; todos contendo
NaCl 150 mM. A atividade foi expressa como titulo de hemaglutinagdo (U.H.mL™)
apos incubacgdo da lectina em diferentes valores de pH.

No ensaio de temperatura, a ApL-1 exibiu maior titulo de hemaglutinacdo (32
U.H.mL™) ap6s incubagao entre 25 e 40 °C (Figura 11). A partir de 50 °C, foi observado uma
reducdo progressiva da atividade hemaglutinante, com diminui¢ao acentuada em temperaturas

mais elevadas.

Figura 11 — Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante de
ApL-1
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Fonte O autor. A atividade hemaglutinante foi realizada com eritrécitos de coelho
nativo. A lectina ApL-1 foi mantida inicialmente a 25 °C (temperatura ambiente) e
incubada a 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 ¢ 100 °C e, posteriormente, submetida ao ensaio
de atividade hemaglutinante, expressa como titulo de hemaglutinagcdo (U.H.mL™).
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Em 80 e 90 °C, a atividade residual foi inferior a 15% da atividade maxima, sendo
a atividade hemaglutinante completamente extinguida apos incubagdo a 100 °C, indicando
perda da integridade funcional da proteina.

Ja em relagdo a ApL-2, foi notado que esta apresentou atividade hemaglutinante em
ampla faixa de pH, entre pH 4 e 10, com titulos maximos de hemaglutinacdo (128 U.H.mL™)

observados em pH 4, 5 e 7 (Figura 12).

Figura 12 — Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante de ApL-2
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Fonte: O autor. A atividade hemaglutinante foi realizada com eritrécitos de coelho
nativo. Os tampoes usados foram: acetato de sédio 100 mM, pH 4 e pH 5; fosfato de
sodio, pH 6; Tris 100 mM, pH 7 e pH 8; glicina 100 mM, pH 9 e pH 10; todos contendo
NaCl 150 mM. A atividade foi expressa como titulo de hemaglutinagdo (U.H.mL™)
apos incubacgdo da lectina em diferentes valores de pH.

Nessas condigdes, a atividade foi considerada 100% da atividade relativa. Em pH
6, a atividade hemaglutinante foi reduzida a metade do valor maximo. A partir de pH 8§, foi
observado diminui¢do progressiva da atividade, com titulos equivalentes a 25% (pH 8) e 12,5%
(pH 9) da atividade maxima. Em pH 10, a ApL-2 manteve atividade correspondente a
aproximadamente 25% da atividade relativa, indicando manutengdo parcial da fungdo
hemaglutinante em condigdes alcalinas.

A ApL-2 manteve atividade hemaglutinante méaxima (128 U.H.mL™) apds
incubacdo a 25 e 30 °C, correspondendo a 100% da atividade relativa (Figura 13). A partir de
40 °C, foi observado reducdo gradual da atividade hemaglutinante, com valores

correspondentes a 50% da atividade relativa.
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Figura 13 — Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante de
ApL-2
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Fonte O autor. A atividade hemaglutinante foi realizada com eritrocitos de coelho nativo.
A lectina ApL-1 foi mantida inicialmente a 25 °C (temperatura ambiente) e incubada a
30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C e, posteriormente, submetida ao ensaio de atividade
hemaglutinante, expressa como titulo de hemaglutinagdo (U.H.mL™).

Em temperaturas mais elevadas, a atividade foi progressivamente reduzida,
atingindo 25% a 50 °C, 12,5% a 60 °C e valores inferiores a 10% acima de 70 °C. Em 100 °C,
ndo houve mais atividade hemaglutinante, indicada perda total da fun¢do da proteina sob
aquecimento extremo.

A atividade hemaglutinante de ApL-1 e de ApL-2 nao foi afetada pela presenga ou
auséncia de ions Ca*', uma vez que a atividade foi mantida mesmo na presen¢a do agente

quelante EDTA (dados ndo mostrados).

4.3.4 Estimativas das massas moleculares das lectinas ApL-1 e Apl-2

A andlise eletroforética da lectina purificada de Aplysina pseudolacunosa (Figura
14) revelou a presenga de duas lectinas distintas, ApL-1 e ApL-2, que coexistem na mesma
espécie. Esse resultado evidencia a diversidade molecular presente no repertorio lectinico dessa
esponja marinha, sugerindo a ocorréncia de proteinas com propriedades estruturais e funcionais

diferenciadas.
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Figura 14 — Eletroforese em gel SDS-PAGE 15% das lectinas ApL-1 e ApL-2
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Fonte: O autor. SDS-PAGE, na presenga de B-mercaptoetanol, 15%. O gel foi corado com
Coomassie Brilliant Blue R-250. MM — Marcadores Moleculares: BSA, 66 kDa; ovalbumina
de ovo de frango, 45 kDa; Gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 36 kDa; anidrase
carbonica; 29 kDa; tripsinogénio, 24 kDa; tripsina, o lactalbumina, 14, 2 kDa; aprotinina,
6,5kDa. 1: ApL-2 com agente redutor f-mercaptoetanol. eluido com tampéo 0,06% de acido
trifluoroacético (TFA). 2: ApL-1 com agente redutor, eluido com tampéo 0,06% de éacido
trifluoroacético (TFA).

A analise de eletroforese das lectinas purificadas por cromatografia em fase reversa
foi realizada por SDS-PAGE (15%) sob condi¢des redutoras, na presenca de B-mercaptoetanol
(Figura 14). Inicialmente, a lectina ApL-1 apresentou uma banda com massa molecular aparente
proxima de 15 kDa, contudo, ap6s RP-UPLC a lectina apresentou mobilidade eletroforética
ligeiramente inferior ao marcador de 14,2 kDa, indicando migracgdo abaixo do valor esperado,
em torno de 12 kDa.

Essa variacdo na mobilidade pode estar relacionada a alteragdes conformacionais
induzidas pelo processo de purificacao ou a particularidades na interacdo da proteina com o
SDS. A ApL-2, por sua vez, apresentou uma banda com massa molecular aparente em torno de
28 kDa, compativel com o perfil eletroforético previamente observado apds cromatografia de
fase reversa, evidenciando a manutencao da integridade da subunidade proteica apos as etapas
de purificacao.

A analise cletroforética das lectinas também foi realizada em condi¢des nao

redutoras, entretanto, ndo foi observada a presenca de bandas detectaveis nessas condigdes
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(dados ndo mostrados), possivelmente em decorréncia de alteragdes na solubilidade ou na

eficiéncia de migragdo da proteina na auséncia de agente redutor.
4.4 Caracterizacio conformacional das lectinas ApL-1 e ApL-2
4.4.1 Dicroismo circular (DC) de ApL-1 e ApL-2
Os espectros de dicroismo circular da lectina ApL-1, obtidos na regido do
ultravioleta distante (far-UV), apresentaram um minimo pronunciado entre 215 e 218 nm,

enquanto ndo foram observadas bandas negativas definidas em 208 e 222 nm (Figura 15).

Figura 15 — Espectros de dicroismo circular de ApL-1
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Fonte: O autor. Espectro de Dicroismo Circular de ApL-1 (Far—UV; 200 a
250 nm).

A deconvolugdo dos espectros, realizada com o auxilio do servidor BestSel, indicou
que a estrutura secundaria de ApL-1 ¢ composta predominantemente por folhas f,
correspondendo a 33,5% de conformacodes P antiparalelas e 6,8% de folhas B paralelas.

A contribuicdo de a-hélices foi estimada em 8,4%, enquanto regides de voltas
representaram 7,0% da estrutura. As demais conformagdes foram classificadas como “outros”,
totalizando 44,3%.

O ajuste entre os espectros experimental e tedrico apresentou valores de erro baixos

(RMSD = 0,1966; NRMSD = 0,0649).
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J& em relacdo aos espectros de dicroismo circular da lectina ApL-2, obtidos na
regido do ultravioleta distante (far-UV), apresentaram um minimo amplo entre 215 ¢ 218 nm,

sem a presenga simultanea de bandas negativas bem definidas em 208 e 222 nm (Figura 16).

Figura 16 — Espectros de dicroismo circular de ApL-2
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Fonte: O autor. Espectro de Dicroismo Circular de ApL-2 (Far — UV; 200 a
250 nm).

A deconvolugdo dos espectros, realizada com o auxilio do servidor BestSel, indicou
que a estrutura secundaria de ApL-2 ¢ composta majoritariamente por a-hélices,
correspondendo a 44,5% do contetdo estrutural.

As folhas P antiparalelas representaram 18,3% e as folhas [ paralelas 7,1% da
estrutura. Nao foi detectada contribuigdo significativa de regides classificadas como voltas
(turns). As demais conformacdes foram classificadas como “outros”, totalizando 30,1% (Figura
16).

O ajuste entre os espectros experimental e tedrico apresentou valores de erro de

RMSD =1,9755 e NRMSD = 0,10294.
4.4.2 Espalhamento dindmico de luz (DLS) de ApL-1 e ApL-2

A andlise por espalhamento dindmico de luz (DLS) foi utilizada para avaliar o
comportamento hidrodinamico da lectina ApL-1 em soluc¢do aquosa. A distribuicao de tamanho
por intensidade apresentou um perfil monodisperso, caracterizado por um unico pico bem

definido e estreito. O didmetro hidrodindmico (Dh) foi observado em aproximadamente 5,3 nm,
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ndo sendo detectadas populagdes secundarias relevantes em regides de maior tamanho (Figura
17).

Figura 17 — Espalhamento dinamico de luz ApL-1
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Fonte: O autor. Distribui¢do de tamanho por intensidade da lectina ApL-
1 determinada por espalhamento dindmico de luz (DLS). A amostra foi
analisada em solug@o aquosa, e o grafico apresenta a intensidade (%) em
funcdo do didmetro hidrodindmico (nm), com eixo X em escala
logaritmica.

Esse perfil indica elevada homogeneidade da amostra e sugere a predominancia de
uma Unica populagdo de particulas em solucdo. O servidor HullRad apontou um raio de giro de
aproximadamente 1,4 nm, indicando um didmetro de 2,8 nm para o modelo monomérico de
ApL-1. Desta forma, as analises de DLS possivelmente indicam a organiza¢ao dimérica da
lectina.

A lectina ApL-2 apresentou um comportamento hidrodindmico distinto quando
analisada por DLS em solug¢do aquosa. A distribui¢do de tamanho por intensidade exibiu um
pico principal em aproximadamente 17—-18 nm, acompanhado por uma distribui¢do mais larga,
indicando maior heterogeneidade da amostra (Figura 18).

Pequenas contribui¢cdes em regides de maior didmetro hidrodindmico também
foram observadas, sugerindo a presenca de espécies de maior tamanho em solugdo. Esses
resultados indicam que a ApL-2 apresenta um sistema mais polidisperso quando comparado a

ApL-1 nas mesmas condigdes experimentais.
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Figura 18 — Espelhamento dinamico de luz ApL-2
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Fonte: O autor. Distribui¢do de tamanho por intensidade da lectina
ApL-2 determinada por espalhamento dindmico de luz (DLS). A
amostra foi analisada em solugdo aquosa, ¢ o grafico apresenta a

intensidade (%) em funcdo do didmetro hidrodindmico (nm), com eixo
X em escala logaritmica.

Intensidade (%)

4.5 Caracterizacao estrutural de ApL-1

4.5.1 Sequenciamento completo de ApL-1 por espectrometria de massas (MS/MS)

Os peptideos identificados apresentaram comprimentos variados e exibiram
extensas regides de sobreposi¢do, permitindo a constru¢do completa da estrutura primaria de
ApL-1, totalizando 145 residuos de aminoacidos (Figura 19). As sequéncias dos peptideos

identificados e seus respectivos valores de massa observada e calculada encontram-se

sumarizados na Tabela 6.

Figura 19 — Mapa peptidico da lectina ApL-1 obtido por espectrometria de massas em tandem
(MS/MS)
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Fonte: O autor. Peptideos obtidos a partir da digestdo com: T — tripsina e C — Quimiotripsina.
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A digestdo com tripsina resultou na identificacdo de 8 peptideos, cujas sequéncias

foram determinadas com elevado grau de confiabilidade, evidenciado pelos baixos desvios

entre as massas observadas e calculadas. A digestdo com quimiotripsina rendeu 3 peptideos

sequenciados, os quais foram complementares as sequéncias dos peptideos de tripsina.

Tabela 6 — Sequéncias de aminoécidos dos peptideos de ApL-1

m/z Sequéncia Massa A (Da)
Observada Calculada

Ti3430s8 DHIDLEFDVGQCIQASYTAPTTGR 2693,19  2693,23 0,04
Tss92 RTPVNTVSRVEF 1403,73 1403,75 0,02
T74037 GNSGNDAVLRKLCVVYPAPSK 2244,02  2244,16 0,14
T74s1 TYRTPVNTVSRVEFGNSGNDAVLRKL 2892,01  2892,52 0,51
T77992 TYRTPVNTVSRVEFGNSGNDAVLRKLCVVYPAPSK 3894,61  3894,02 -0,59
T790.19  SNSGFDAVLRKLCVVYPAPSK 2366,57  2367,20 0,64
Te3100 KLCVVYPAPSK 1260,53 1260,69 0,15
T7ss.1s  HSGGKPSTGKPWNQILIINSK 2261,51  2261,22 -0,29
Ts2134 LGGSWGTEQHVEDVK 1604,65 1640,77 0,13
Toooos IGGSWGTEQHVEDVETTPGTVLAWK 2696,15  2696,30 0,15
Tios756 TSVNIVASDGTVVLHVDYRK 2172,11  2172,15 0,03
Ts3334 VCAGDADFSIELNHK 1674,65 1674,76 0,11
Cso786  SIELNQKEVATY 1393,68  1393,70 0,02
Cs7623 QHLFSYASGWR 1350,80  1350,64 0,16
Css7.91 TFLFSYASGWR 1333,80  1333,64 0,16

Fonte: O autor. m/z: massa/carga. A: Massa cal. - Massa obs.

A analise in silico pelo ProtParam (Gasteiger et al., 2005) da sequéncia obtida

indicou uma massa molecular tedrica de 15,64 kDa (compativel com o determinado

experimentalmente) e p/ teorico de 5,92, caracterizando-a como uma proteina de natureza

levemente acida.

A composicdo de aminoacidos revelou uma predominancia de residuos

hidrofébicos, com destaque para valina (11,7%), glicina (9,0%) e alanina (7,6%). A sequéncia

apresenta 16 residuos carregados negativamente (Asp + Glu) e 13 residuos carregados

positivamente (Arg + Lys), em concordancia com o p/ 4cido observado.

O indice de instabilidade calculado foi de 26,52, classificando a ApL-1 como uma

proteina estavel, enquanto o indice alifatico elevado (81,93) sugere boa estabilidade estrutural,

especialmente frente a variacdes de temperatura. A hidropaticidade média (GRAVY)
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apresentou valor de —0,262, indicando carater predominantemente hidrofilico, consistente com
a elevada solubilidade da proteina em meio aquoso.

A analise da sequéncia de ApL-1 por meio do servidor SMART (Letunic; Khedkar;
Bork, 2020) indicou a presenga de um dominio caracteristico de galectinas (GLECT),
abrangendo os aminoacidos das posi¢des 3 a 139, com E-value de 4,79 x 1073, Esse dominio
cobre praticamente toda a extensdo da proteina, evidenciando uma arquitetura tipica de
galectinas do tipo proto-galectina, composta por um Unico dominio de reconhecimento de

carboidratos.

4.5.2 Andlise de similaridade pelo BLASTp

O alinhamento multiplo das sequéncias de ApL-1 com as isoformas ALL-a e ALL-
b, isoladas de Aplysina lactuca, e com a CCL, lectina presente na Chondrilla caribensis, revelou
elevado grau de conservacdo ao longo de praticamente toda a cadeia polipeptidica,
evidenciando a proximidade estrutural entre essas lectinas, indicando fortemente o

pertencimento a familia das galectinas.

Figura 20 — Alinhamento da estrutura de ApL-1 com outras galectinas de esponjas
marinhas
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Fonte: O autor. Alinhamento da estrutura primaria de ApL-1 com outras galectinas de esponjas marinhas. O
alinhamento evidencia regides conservadas entre a ApL-1 e as galectinas ALL-a e ALL-b, isoformas isoladas
de Aplysina lactuca, bem como a CCL, isolada de Chondrilla caribensis, destacando motivos conservados
caracteristicos de galectinas. As regides destacadas em azul indicam motivos conservados associados ao
dominio de reconhecimento de carboidratos (DRC). O alinhamento foi realizado com o auxilio da ferramenta
MultAlin.
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A andlise de similaridade da sequéncia completa de ApL-1 por BLASTp revelou
elevada homologia com galectinas previamente descritas em esponjas marinhas, sendo os
alinhamentos de maior significancia correspondentes as galectinas ALL-a e ALL-b, que
apresentaram identidades de 86,9% e 78,6%, respectivamente, ambas com cobertura de 100%
da sequéncia e valores de E-value extremamente baixos, 1x107® para ALL-a e 1x1077¢ para
ALL-b, respectivamente, indicando forte relagdo evolutiva.

A comparagao com a galectina CCL, isolada de Chondrilla caribensis, evidenciou
maior divergéncia de sequéncia, com identidade de 48,3% e cobertura de 81%, associada a
inser¢des e delegdes distribuidas principalmente nas regides terminais. Apesar dessa
divergéncia, o alinhamento apresentou E-value de 3x10727 e preservou residuos conservados
associados ao dominio de reconhecimento de carboidratos tipico da familia das galectinas,
indicando conservagao estrutural desse dominio funcional (Figura 20).

A andlise do alinhamento multiplo realizada por meio da ferramenta MultAlin
permitiu a identificagdo de motivos conservados caracteristicos de galectinas na sequéncia de
ApL-1. Destaca-se a presenga do heptapeptideo assinatura tipico das galectinas, incluindo o
motivo LHFNPR (posi¢des 39—45), os quais foram substituidos por *H, 4°V, 4D, Yy, ¥R, “K
e **H, reconhecido como elemento central do sitio de liga¢io a p-galactosideos. Também foram
identificados residuos conservados envolvidos na interacdo com carboidratos, como o segmento
VLN (posi¢des 60—62), substituidos por *2L, ®!N e 628, associado a estabiliza¢do do complexo
lectina—glicano, e 0 motivo FPF (posi¢io 80-82), substituidos por *°E, 8! T e 82P, frequentemente
relacionado & manuteng¢do da arquitetura do dominio de reconhecimento de carboidratos
(DRC).

A analise do alinhamento multiplo (MultAlin) permitiu a identificagdo de motivos
caracteristicos de galectinas na sequéncia de ApL-1, incluindo a regido *H, 4V, ID, Y ¥R e
o segmento Y'G, #G, YK, 3P, 3'S, 32T, 3G, *K, >°P °*W, além de outras regides conservadas
compartilhadas com as isoformas ALL-a e ALL-b e parcialmente preservadas na galectina CCL

(Figura 20).
4.5.3 Predicdo estrutural tridimensional
A andlise de predicao revelou que a estrutura de ApL-1 ¢ predominantemente

composta por folhas B organizadas em um arranjo do tipo B-sanduiche, formado por cadeias 3

antiparalelas conectadas por regides de alcas flexiveis (loops) (Figura 21).
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Figura 21 — Predicao estrutural tridimensional da lectina ApL-1

Fonte: O autor. Modelo estrutural tridimensional da lectina ApL-1 obtido por modelagem in silico
utilizando o servidor AlphaFold2. (A) Representacdo em estilo cartoon evidenciando o dobramento global
da proteina. (B) Vista do mesmo modelo sob orientacdo distinta, destacando a organizagdo das folhas 3 e
das regides de loop.

A validagdo estereoquimica do modelo indicou elevada qualidade estrutural, com
98,51% dos residuos de aminoacidos localizados em regides favorecidas do grafico de
Ramachandran, conforme andlise realizada pelo servidor MolProbity.

Adicionalmente, a avaliagdo global do modelo pelo servidor VoroMQA resultou
em um escore de 0,569, valor compativel com modelos estruturais considerados confidveis. A
organizag¢do estrutural observada é consistente com o dobramento tipico de galectinas do tipo
proto descritas em esponjas marinhas, corroborando os dados experimentais obtidos por

dicroismo circular, que indicaram predominancia de conformagdes f3.

4.6. Caracterizacio estrutural de ApL-2

4.6.1. Sequenciamento de ApL-2 por MS/MS

A digestao de ApL-2 com tripsina resultou na identificacdo de sete peptideos
distintos, cujas sequéncias foram determinadas com elevado grau de confiabilidade,
apresentando baixos desvios entre as massas observadas e calculadas.

Diferente do observado para a ApL-1, os fragmentos identificados para a ApL-2

ndo apresentaram regioes de sobreposi¢do suficientes para permitir a reconstrucdo de uma
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sequéncia continua. Dessa forma, os dados obtidos caracterizam um sequenciamento parcial

(Figura 22).

Figura 22 — Mapa peptidico da lectina ApL-2 obtido por espectrometria de massas em tandem

(MS/MS)
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Fonte: O autor. Peptideos obtidos a partir da digestdo com: T — tripsina. Os peptideos identificados foram
sobrepostos a uma sequéncia de referéncia baseada na lectina ACL, Aplysina cauliformis, utilizada apenas para
fins comparativos (dados nao publicados).

Para fins de representacdo grafica do mapa peptidico, os fragmentos identificados

experimentalmente foram sobrepostos a uma sequéncia de referéncia baseada na lectina ACL,

obtida de Aplysina cauliformis, utilizada exclusivamente como modelo comparativo para

visualizagdo da distribui¢do dos peptideos ao longo da cadeia polipeptidica. A sequéncia da

ACL ndo corresponde a estrutura primaria de ApL-2 e foi empregada apenas como ferramenta

ilustrativa (dados ndo mostrados).

Os peptideos identificados apresentaram comprimentos variando entre 7 e 26

residuos de aminoacidos (Tabela 7).

Tabela 7 — Sequéncias de aminoéacidos dos peptideos de ApL-2

Massa

m/z Sequéncia A (Da)
Observada Calculada
Tizas0s LVACPCR 888,39 888,44 0,05
Tse890 QHLFSYASGWR 1350,53 1350,65 0,12
T74037 THQRNEAYVDGLSITHGLAR 2237,03  2237,13 0,10
T74s51 GFESTNIGGAQVCWK 1652,70  1652,76 0,06
T77990 DHFRPWFSVETVGGSTSDDVEVR 2621,11  2621,21 0,10
T790.19 IWFPDTOWHAATGCSDTDIACR 2705,09  2705,24 0,15
Te3100 GGDDPPDFVGDNYYCDSVERSRNPEK 2987,16 298726 0,11

Fonte: O autor. m/z: massa/carga. A: Massa cal. - Massa obs.
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Foi observado ainda a presenca recorrente de residuos de cisteina em diferentes
peptideos, sugerindo a possivel participagdo de pontes dissulfeto na estabilizagdo estrutural de
ApL-2, em concordancia com o comportamento eletroforético observado para essa lectina sob
condig¢des redutoras e ndo redutoras. Em funcdo da obtencao apenas parcial da sequéncia de
estrutura primaria, andlises in silico adicionais de predicdo estrutural e de parametros fisico-

quimicos globais ndo foram realizadas para a ApL-2.

4.6.2. Analise de similaridade pelo BLASTp

Os peptideos identificados de ApL-2 foram submetidos a analise de similaridade
por meio do programa BLASTp, com o objetivo de identificar proteinas relacionadas
depositadas em bancos de dados publicos. A sequéncia parcial de ApL-2 ndo apresentou
similaridade com nenhuma familia de lectinas previamente caracterizada. Entretanto, foram
observados alinhamentos estatisticamente significativos com proteinas putativas codificadas

nos genomas de esponjas marinhas (Figura 23).

Figura 23 — Alinhamento da sequéncia parcial de ApL-2 com proteinas putativas
codificadas em genomas de esponjas marinhas
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Fonte: O autor. Alinhamento da sequéncia parcial de ApL-2 com proteinas putativas codificadas nos
genomas das esponjas marinhas Dysidea avara (XP_065907136.1) e Halichondria panicea
(XP_064406700.1). O alinhamento evidencia regides conservadas entre as sequéncias analisadas,
destacando motivos ricos em residuos de cisteina. O alinhamento foi realizado com o auxilio da
ferramenta MultAlin, a partir dos resultados obtidos por BLASTp.

O alinhamento mais significativo ocorreu com uma proteina putativa codificada no
genoma da esponja marinha Dysidea avara (acesso XP_065907136.1), apresentando 41,07%

de identidade, 58% de similaridade, 85% de cobertura da sequéncia de consulta e E-value de 3
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x 1074, Adicionalmente, a ApL-2 apresentou alinhamento significativo com uma proteina
putativa codificada no genoma da esponja marinha Halichondria panicea (acesso
XP 064406700.1), exibindo 34% de identidade, 54% de similaridade, alta cobertura da
sequéncia de consulta e E-value de 8 x 1074,

Em ambos os alinhamentos, a similaridade se concentrou em regides conservadas
ricas em residuos de cisteina, sugerindo a presenc¢a de regides estruturais compartilhados entre

as sequéncias analisadas.



60

5 DISCUSSAO

Neste trabalho, duas novas lectinas, denominadas ApL-1 e ApL-2, foram isoladas
a partir da esponja marinha Aplysina pseudolacunosa por meio do estabelecimento de um
protocolo de purificag@o a partir de extratos aquosos, baseado de combinagdo na precipitacao
com sulfato de amonio, bem como também cromatografia de afinidade em matriz de goma de
guar e cromatografia liquida de alta eficiéncia em fase reversa.

A cromatografia de afinidade utilizando matrizes contendo residuos galactosidicos
constitui a principal etapa de purificagdo para lectinas desse género, em fungdo da elevada
especificidade dessas proteinas. Para a lectina ALL, isolada de Aplysina lactuca, a purificagao
envolveu cromatografia de afinidade em matriz de goma de guar seguida de cromatografia de
exclusao molecular (Carneiro et al., 2017; Duarte et al., 2023). Entretanto, diferengas
estruturais entre lectinas de Aplysina podem demandar estratégias cromatograficas
complementares, como observado para as lectinas Aal e AlL, purificadas em matrizes mais
especificas contendo p-aminobenzil-B-1-tiogalactopiranosideo-agarose (Miarons; Fresno,
2000), e para a lectina ACL de Aplysina cauliformis, cuja purificacdo exigiu a associacdao de
cromatografia de afinidade, troca idnica e exclusdo molecular (Viana, 2021).

A analise eletroforética por SDS-PAGE das lectinas isoladas evidenciou diferengas
claras entre ApL-1 e ApL-2, indicando a coexisténcia de duas entidades estruturalmente
distintas em Aplysina pseudolacunosa. Os perfis obtidos a partir da fragdo P2 e apos a
purificagdo por cromatografia em fase reversa corroboram com essa observagao.

Quando comparados aos perfis eletroforéticos descritos para lectinas do género
Aplysina, os resultados obtidos para ApL-1 e ApL-2 se inserem na diversidade estrutural
previamente reportada. A lectina ALL (Aplysina lactuca), composta por isoformas, ALL-a e
ALL-b, apresenta subunidades com massa aparente em torno de 15 kDa em SDS-PAGE sob
condig¢des redutoras, bem como a formagao de espécies de maior massa molecular aparente sob
condig¢des nao redutoras, indicando a participagdo de associagdes covalentes entre subunidades
(Duarte et al., 2023).

As lectinas Aal, isoladas de Aplysina archeri e AlL de Aplysina lacunosa,
respectivamente, por sua vez, exibem subunidades com massas moleculares aparentes em torno
de 15-16 kDa em SDS-PAGE, tanto sob condi¢des redutoras quanto nao redutoras, indicando

que sua organizagdo oligomérica ndo depende da formagdo de pontes dissulfeto. No estado
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nativo, essas lectinas organizam-se como homotetrameros, com massa molecular total estimada
em aproximadamente 60—65 kDa (Miarons; Fresno, 2000).

Em contraste, a lectina AFL, isolada de Aplysina fulva, apresenta um perfil
eletroforético mais complexo. Em SDS-PAGE sob condigdes redutoras, foi observado uma
banda majoritaria em torno de 15 kDa, acompanhada de bandas adicionais proximas a 30 kDa,
enquanto, sob condi¢des ndo redutoras, predominam espécies com massas aparentes de
aproximadamente 30 e 70 kDa. Esses resultados, em conjunto com a analise por MALDI-ToF,
que revelou um ion principal em torno de 31,6 kDa, sustentam a presenca de subunidades
associadas por pontes dissulfeto, com formagao de espécies diméricas e oligoméricas (Carneiro
etal., 2019).

De forma semelhante, a lectina ACL, isolada de Aplysina cauliformis, apresenta
perfil eletroforético complexo, caracterizado por uma banda predominante em torno de 66 kDa
sob condigdes nao redutoras e dissociagdo em duas bandas de aproximadamente 30 e 35 kDa
apos reducdo. Adicionalmente, analises por cromatografia de exclusdo molecular permitiram a
identificacdo de duas lectinas distintas, ACL-1 e ACL-2, com massas moleculares nativas
estimadas em aproximadamente 145 kDa e 120 kDa, respectivamente, indicando a existéncia
de diferentes niveis de oligomerizagdo em solugdo (Viana, 2021).

Ja a lectina AfiL, isolada de Aplysina fistularis, apresenta em SDS-PAGE uma
unica banda com massa aparente de aproximadamente 70 kDa sob condi¢des ndo redutoras,
enquanto, na presenca de agentes redutores, observa-se a dissociacdo em bandas proximas a 30
kDa. Quando esses dados s@o analisados em conjunto com o peso molecular nativo estimado
em aproximadamente 224 kDa, os resultados sugerem uma organizacao oligomérica de ordem
superior, dependente da formacao de pontes dissulfeto, comportamento também descrito para
a ACL (Andrade et al., 2025; Viana, 2021).

O perfil de inibigao da atividade hemaglutinante evidenciou diferencas funcionais
marcantes entre as lectinas ApL-1 e ApL-2, refletindo estratégias distintas de reconhecimento
de glicanos complexos. Em ambas as lectinas, a maior eficiéncia inibitoria observada para
glicoproteinas, quando comparadas a carboidratos simples, indica que o reconhecimento nao se
restringe a galactose isolada, mas depende da apresentagdo estrutural do epitopo galactosidico
em um contexto glicanico mais elaborado.

No caso de ApL-1, a fetuina apresentou efeito inibitorio significativamente superior
ao da asialofetuina, indicando que a presenca de residuos terminais de acido sidlico contribui

para a estabilizagdo da interag@o lectina—glicano. A fetuina contém N-glicanos complexos com
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terminagdes do tipo NeuAca2-3Galf1-4 e NeuAca2-6Galf1-4, enquanto a asialofetuina difere
essencialmente pela remocao do 4acido sidlico terminal (Abebe et al., 2022; Baenziger; Fiete,
1979). Assim, os dados sugerem que o dominio de reconhecimento de carboidratos de ApL-1
¢ sensivel a sialilagdo do epitopo galactosidico, seja por interagdes diretas com o acido
neuraminico, seja por efeitos conformacionais e eletrostaticos que favorecem a exposicao e a
orientacdo do motivo subjacente, como a N-acetil-lactosamina, contribuindo para a
estabilizacao do complexo lectina—glicano (Bhide; Colley, 2017; Cummings et al., 2015; Ideo
etal.,2011)

Esse comportamento aproxima a ApL-1 do perfil funcional descrito para a lectina
ALL, isolada de Aplysina lactuca, e para a AcrL, uma proto-galectina de Aiolochroia crassa,
ambas caracterizadas por inibigdo eficiente por glicoproteinas sialiladas, como fetuina e mucina
submaxilar bovina (Carneiro et al., 2017; Duarte et al., 2023; Torres et al., 2025). Embora
muitas galectinas de vertebrados apresentem sua ligacao atenuada ou bloqueada pela sialilagao
terminal em decorréncia de impedimentos estéricos, um subconjunto de galectinas marinhas
parece ter evoluido para tolerar ou explorar funcionalmente esses residuos (Bhide; Colley,
2017; Cummings et al., 2015). Nesse contexto, os dados indicam que a ApL-1 apresenta
afinidade preferencial por epitopos galactosidicos sialilados, possivelmente do tipo sialil-
LacNAc, constituindo uma caracteristica funcional relevante dessa lectina.

A 1nibicao observada com mucina submaxilar bovina reforca essa interpretagao. As
mucinas sdo glicoproteinas de alto peso molecular, nas quais mais de 50% da massa
corresponde a cadeias de O-glicanos, predominantemente iniciadas por residuos de GalNAc
ligados a serina ou treonina, frequentemente sialilados com Neu5Ac ou Neu5Ge (Tsuji; Osawa,
1986; Tran; Hagen, 2013; Zhang et al., 2022). A afinidade de ApL-1 por essa glicoproteina ¢
consistente com o perfil descrito para a lectina ALL, que também apresenta inibi¢ao eficiente
por fetuina e mucina submaxilar bovina (Carneiro et al., 2017). Em contraste, outras lectinas
do género Aplysina, como AFL, isolada de Aplysina fulva, e AalL, de Aplysina archeri,
geralmente ndo apresentam inibi¢do significativa por essa mucina, embora reconhegam
mucinas gastricas suinas (Carneiro et al., 2019; Miarons; Fresno, 2000). A auséncia de inibi¢ao
de ApL-1 por lactulose e por tireoglobulina refor¢a que essa lectina possui baixo
reconhecimento de galactosideos livres.

Em contraste, a ApL-2 apresentou um perfil de inibicdo caracterizado por elevada
afinidade as mucinas gastricas suinas dos tipos II e III. Essas mucinas exibem glicosilagao

altamente diversa, composta por residuos de GalNAc, galactose, GIcNAc, fucose e acido
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sidlico, organizados em glicanos extensamente ramificados (Karlsson et al., 1997; Robbe et al.,
2003; Tailford et al., 2015). A pequena diferenca observada entre os valores de inibi¢ao obtidos
com fetuina e asialofetuina indica que, para a ApL-2, o 4cido sialico exerce papel secundario,
sendo a densidade, a ramificag¢do e a multivaléncia dos O-glicanos os principais determinantes
da afinidade aparente. Esse comportamento esta de acordo com modelos de interagdo lectina—
glicano baseados na soma de multiplos contatos fracos distribuidos ao longo de glicanos
complexos, resultando em elevada avidez, especialmente em mucinas ricas em estruturas do
tipo core 1 a core 5 (Tailford et al., 2015).

Perfis semelhantes de elevada afinidade por mucinas gastricas suinas foram
descritos para outras lectinas do género Aplysina, como a ACL, isolada de Aplysina cauliformis,
e a AFL, que também apresentam baixos valores de concentracao inibitéria minima para essas
glicoproteinas (Carneiro ef al.,2019; Viana, 2021). Nesse sentido, a ApL-2 se insere claramente
nesse padrdo funcional, caracterizado por reconhecimento fortemente dependente da
multivaléncia e da complexidade estrutural dos O-glicanos, em contraste com o perfil mais
seletivo e sensivel a sialilagcao observado para a ApL-1.

De modo geral, as lectinas do género Aplysina exibem afinidade por galactose e
seus derivados com ligacdo do tipo GalBl—4, como observado para AfiL, AFL e ALL
(Andrade et al., 2025; Carneiro et al., 2019; Duarte et al., 2023). Contudo, ApL-1 e ApL-2
demonstram como essa especificidade pode ser refinada por estratégias funcionais distintas.
Enquanto a ApL-1 direciona seu reconhecimento para epitopos galactosidicos sialilados, de
forma semelhante 2 ALL e a AcrL, a ApL-2 adota uma estratégia baseada na multivaléncia e
na complexidade estrutural dos O-glicanos, aproximando-se do perfil funcional descrito para
ACL e AFL.

A estabilidade bioquimica das lectinas ApL-1 e ApL-2 frente a variacdes de pH e
temperatura, aliada a independéncia de ions divalentes, reflete adaptagdes moleculares tipicas
de lectinas de esponjas marinhas. Em ambas, a manuten¢do da atividade hemaglutinante em
ampla faixa de pH indica preservagdo da integridade conformacional do dominio de
reconhecimento de carboidratos, sem comprometimento significativo da interacdo lectina—
glicano.

ApL-1 e ApL-2 apresentaram maior estabilidade funcional em pH neutro a
levemente alcalino, comportamento compativel com o descrito para lectinas do género
Aplysina. A lectina ALL apresenta pH 6timo em torno de 7, mantendo atividade em condigdes

moderadamente alcalinas (Carneiro et al., 2017; Duarte et al., 2023), enquanto AFL, ACL (4.
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e AfiL exibem maiores titulos hemaglutinantes entre pH 7 ¢ 9 (Andrade et al., 2025; Carneiro
et al., 2019; Viana, 2021). Resultados semelhantes foram descritos para outras lectinas de
esponjas marinhas, como AFL, ativa entre pH 4 e 10, com maximo entre pH 7 e 10 (Carneiro
et al., 2019), CCL (lectina de Chondrilla caribensis), com atividade 6tima em pH 9 (Marques
et al.,2018), e CvL, isolada de Cliona varians, cujo melhor desempenho ocorre entre pH 6 € 8
(Moura et al., 2006). Em conjunto, esses dados indicam que lectinas de esponjas marinhas
tendem a apresentar atividade 6tima em pH neutro a alcalino, refletindo ajustes as condigdes
fisiologicas do ambiente marinho, cujo pH € mantido em torno de 8,0-8,2 pelo sistema tampao
carbonato—bicarbonato.

Quanto a termoestabilidade, ApL-1 ¢ ApL-2 mantiveram atividade hemaglutinante
em temperaturas moderadas, com perda progressiva sob aquecimento mais intenso. Perfil
comparavel foi descrito para a ALL, estavel até aproximadamente 60 °C e desnaturada em torno
de 90 °C (Carneiro et al., 2017), bem como para AFL e AfiL, que permanecem ativas até 60—
70 °C (Carneiro et al., 2019; Andrade et al., 2025). A lectina ACL apresenta estabilidade
térmica ainda mais elevada, mantendo atividade até cerca de 80 °C, padrao também observado
em outras lectinas de esponjas marinhas, como a CvL (Moura et al., 2006; Viana, 2021).

A atividade hemaglutinante de ApL-1 e ApL-2 ndo foi afetada pela presenga de
EDTA, indicando que o reconhecimento de carboidratos por essas lectinas ¢ independente de
ions divalentes. Perfil semelhante foi descrito para a maioria das lectinas do género Aplysina,
incluindo ALL, AFL, ACL e AfiL (Andrade et al., 2025; Carneiro et al., 2017; Carneiro et al.,
2019; Viana, 2021), bem como para a proto-galectina AcrL (Torres ef al., 2025). Em contraste,
lectinas como Aal e AIL apresentam dependéncia estrita de Ca*', tendo sua atividade
hemaglutinante inibida na presenga de EDTA, o que evidencia a coexisténcia de diferentes
estratégias de reconhecimento molecular dentro do género Aplysina (Miarons; Fresno, 2000).

Em conjunto, os resultados demonstram que ApL-1 e ApL-2 compartilham um
perfil de estabilidade bioquimica compativel com lectinas marinhas, caracterizado por
tolerancia a variagdes moderadas de pH, resisténcia térmica e independéncia de ions divalentes.
Essas propriedades reforcam a proximidade funcional dessas lectinas com ALL, AFL, AfiL e
ACL, ao mesmo tempo em que fornecem suporte bioquimico as analises estruturais
subsequentes por dicroismo circular e modelagem molecular.

Os espectros de dicroismo circular obtidos para as lectinas ApL-1 e ApL-2, na
regido do ultravioleta distante (far -UV), evidenciaram diferencas claras na organizagdo de suas

estruturas secundarias, indicando que, embora coexistam na mesma espécie, essas proteinas
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apresentam arquiteturas conformacionais distintas. A ApL-1 exibiu um minimo pronunciado
entre 215 e 218 nm, sem bandas negativas bem definidas em 208 e 222 nm, padrao caracteristico
de proteinas ricas em folhas . A deconvolugdo espectral indicou predominancia de
conformagdes 3, com contribuicao reduzida de a-hélices e participacao relevante de voltas J,
perfil compativel com o descrito das galectinas e com os espectros publicados para lectinas
marinhas como ALL, CCL e AcrL (Carneiro et al., 2017; Marques et al., 2018; Torres et al.,
2025).

Quando comparada a outras galectinas a ApL-1 apresenta algumas similaridades.
A galectina ALL, isolada de Aplysina lactuca, apresenta espectros de dicroismo circular que
mostram, predominancias de conformagodes §, com minimo em torno de 216218 nm e baixa
quantidade de conformagdes a-hélices (Carneiro ef al., 2017). De forma semelhante, a galectina
AFL, exibe predominancia de estruturas , com minimo préximo a 216 nm, sendo classificada
como proteina do tipo B-I (Carneiro et al., 2019). Perfis equivalentes foram descritos para a
lectina CCL (Marques et al., 2018), e para a proto-galectina AcrL, cujos espectros apresentam
banda negativa proxima a 218 nm e elevado conteudo de folhas P, associado a fragdes
expressivas de voltas e regides desordenadas (Torres et al., 2025). Nesse contexto, os dados
de dicroismo circular posicionam a ApL-1 de forma consistente dentro do conjunto de
galectinas marinhas.

Em contraste com a ApL-1, a lectina ApL-2 apresentou um espectro de dicroismo
circular com minimo amplo na regido de 216-218 nm. A deconvolugdo espectral realizada pelo
servidor BestSel revelou que a estrutura secundéria da ApL-2 ¢ majoritariamente composta por
a-hélices, correspondendo a aproximadamente 44,5% do contetido estrutural, associada a uma
fracdo expressiva de regides classificadas como desordenadas, 30,1%, enquanto as folhas f3
representaram uma parcela minoritaria da estrutura total.

De fato, lectinas previamente caracterizadas no género Aplysina, como a ACL,
apresentam estrutura secundaria fortemente dominada por folhas B, com contribuigdo minima
de a-hélices (Oton, 2023). De forma semelhante, a AfiL, ndo apresenta contribui¢ao detectavel
de o-hélices, enquanto a AFL, exibe apenas cerca de 2% de a-hélice. Mesmo lectinas
classificadas como galectinas, como a ALL e a CCL, apresentam percentuais relativamente
baixos de a-hélices, em torno de 9% e 10,4%, respectivamente, mantendo predominancia de
estruturas 3 (Carneiro et al., 2017; Carneiro et al., 2019; Marques et al., 2018). Nesse contexto,
o elevado contetdo de a-hélices observado para a ApL-2 representa uma caracteristica

estrutural atipica quando comparada as lectinas de esponjas marinhas previamente descritas.
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A comparagdo entre os dados de espalhamento dindmico de luz (DLS) das lectinas
ApL-1 e ApL-2 e os dados de cromatografia de exclusao molecular (SEC) descritos para
lectinas de esponjas marinhas evidencia padrdes distintos de organizagdo oligomérica. A ApL-
1 apresentou perfil monodisperso em solug¢dao, com didmetro hidrodinamico compativel com
uma organizacao dimérica, comportamento semelhante ao descrito para a proto-galectina AcrL,
cuja massa molecular nativa estimada por SEC ¢ de aproximadamente 36 kDa, indicando
associacao dimérica por interagdes fracas (Torres et al., 2025). Esse perfil contrasta com o
observado para diversas lectinas galactose-especificas do género Aplysina, como Aal (A.
archeri) e AlL (4. lacunosa), que, embora nao pertencam a familia das galectinas, organizam-
se predominantemente como tetrameros em solu¢do, com massas nativas em torno de 63 kDa,
conforme determinado por SEC (Miarons; Fresno, 2000).

Entre as galectinas marinhas, a lectina ALL, isolada de Aplysina lactuca, apresenta
subunidades de massa semelhante as da ApL-1 (—15 kDa), porém organiza-se funcionalmente
como um homotetramero de aproximadamente 60 kDa, de acordo com caracterizagdo estrutural
mais recente baseada em SEC (Duarte et al., 2023). Estudos anteriores, baseados em
espectrometria de massas, haviam sugerido uma possivel organizacdo dimérica para a ALL
(Carneiro et al., 2017), evidenciando que galectinas marinhas podem adotar diferentes estados
oligoméricos dependendo do contexto estrutural e funcional. De forma semelhante, a galectina
AFL também apresenta organizagao tetrdmera em solu¢do, com massas nativas entre 54 e 64
kDa (Carneiro et al., 2019).

Em contraste, a ApL-2 exibiu comportamento hidrodindmico mais complexo,
caracterizado por maior diametro hidrodindmico e distribuicdo heterogénea, sugerindo a
formagao de oligomeros de maior ordem em solucdo. Esse padrao ¢ compativel com os dados
de SEC descritos para lectinas como ACL e AfiL, que apresentam massas moleculares nativas
elevadas, variando entre aproximadamente 120 e 224 kDa, e multiplos estados oligoméricos
(Andrade et al., 2025; Viana, 2021). Em particular, a AfiL apresenta massa molecular nativa
elevada observada por SEC, associada a comportamento hidrodinamico heterogéneo descrito
por DLS, reforcando a tendéncia a oligomerizagdo extensa em determinadas lectinas de
esponjas marinhas.

Assim, a luz dos dados de DLS obtidos neste estudo e em comparagdo com 0s
estados oligoméricos inferidos por SEC para lectinas de esponjas marinhas descritas na
literatura, observa-se que, embora isoladas da mesma espécie, ApL-1 e ApL-2 adotam

estratégias distintas de organizagdo estrutural em solu¢do. Enquanto a ApL-1 apresenta uma
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organizagao oligomérica mais simples e homogénea, compativel com galectinas do tipo proto,
a ApL-2 se destaca por uma organizacdo oligomérica mais complexa e dindmica, refletindo a
diversidade conformacional observada entre lectinas marinhas.

A determinacao completa da estrutura primaria da lectina ApL-1 por espectrometria
de massas em fandem representa um avango relevante, considerando que apenas um numero
restrito de lectinas de esponjas marinhas possui a sequéncia de aminoacidos totalmente
elucidada. A estratégia experimental baseada na combinagdo de digestdes com tripsina e
quimiotripsina permitiu a obtencdo de peptideos extensamente sobrepostos, possibilitando a
reconstru¢do confiavel da cadeia polipeptidica completa, composta por 145 residuos de
aminoacidos. Os baixos desvios entre as massas teoricas e experimentais reforcam a robustez e
a confiabilidade dos dados obtidos.

A anaélise in silico da sequéncia completa de ApL-1 revelou massa molecular tedrica
de 15,64 kDa e ponto isoelétrico levemente acido (p/ 5,92), valores compativeis com 0s
reportados para galectinas de esponjas marinhas, como as isoformas de ALL, ALL-a ¢ ALL-b
e a galectina CCL, que apresentam massas na faixa de 15-16 kDa e carater acido moderado
(Carneiro et al., 2017; Duarte et al., 2023; Marques et al., 2018). Propriedades fisico-quimicas
semelhantes também foram descritas para a galectina AcrL, isolada de Aiolochroia crassa,
reforcando a conservacdo dessas caracteristicas entre proto-galectinas de esponjas marinhas
(Torres et al., 2025).

A composi¢ao de aminoacidos de ApL-1, associada ao valor negativo de GRAVY,
indica uma proteina globalmente hidrofilica, compativel com lectinas soliiveis envolvidas em
interacdes proteina—carboidrato no meio extracelular (Gasteiger ef al., 2005). Perfil semelhante
foi descrito para a AcrL, cuja composigdo favorece solubilidade em meio aquoso e estabilidade
conformacional compativeis com sua fung¢ao lectinica (Torres et al., 2025).

A identificacgdo, por meio da andlise no servidor SMART, de um dominio GLECT
abrangendo praticamente toda a extensdo de ApL-1 constitui evidéncia central para sua
classificagdo como membro da familia das galectinas. Esse dominio corresponde ao sitio tipico
de reconhecimento de carboidratos dessas lectinas e sustenta a arquitetura de proto-galectina,
caracterizada pela presenca de um tnico dominio funcional. Organizacao estrutural equivalente
foi descrita para a AcrL, ainda que com modificagdes pontuais em regides conservadas, sem
comprometimento do dobramento global (Cummings et al, 2022, Torres et al., 2025).

A andlise de similaridade por BLASTp confirmou essa atribui¢do, revelando

elevada identidade de sequéncia de ApL-1 com as isoformas ALL-a e ALL-b, com cobertura
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total da sequéncia e valores de E-value extremamente baixos, 1x107% para ALL-a e 1x107¢,
respectivamente, o que sugere indicativos de forte relagdo evolutiva. Esse padrao ¢ consistente
com o observado para a AcrlL, que apresenta elevada identidade com ALLs, identidade
intermediaria com a CCL e menor similaridade com galectinas de outros géneros de Porifera,
como a Geodia cydonium e Cinachyrella sp., refletindo um gradiente de conservagdo associado
a distancia filogenética (Duarte et al., 2023; Stalz et al., 2006; Torres et al., 2025; Ueda et al.,
2013).

O alinhamento multiplo evidenciou, na sequéncia de ApL-1, a presenca de regioes
correspondentes aos motivos caracteristicos de galectinas, ainda que com substituicdes em
posicdes classicamente conservadas. O heptapeptideo assinatura tipico das galectinas
(LHFNPR) apresentou substitui¢des, sendo representado em ApL-1 pelos residuos *°H, *°V,
4D, 2y, ¥R, “K e *H. De forma semelhante, o segmento tradicionalmente descrito como
VLN (posi¢des 60—62) foi observado como LNS, e o motivo FPF (posi¢des 80—82) apresentou
substitui¢des para ETP. Além disso, foi identificada a conservagao do trecho correspondente ao
segmento *'G, ¥G, K, P, 31§, 32T, 3G, K, *P e W, também associado ao dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRC).

Essas variagdes pontuais ndo impedem a correspondéncia estrutural com galectinas
descritas em esponjas marinhas, como ALL-a, ALL-b e, parcialmente, CCL, indicando que o
arcabouco funcional do dominio lectinico permanece preservado. Situacdo semelhante foi
descrita para a proto-galectina AcrL, na qual substituigdes em regides candnicas nao
comprometeram o dobramento global tipico (Duarte et al., 2023; Torres et al., 2025). Apesar
dessas substituicdes, a AcrL preserva o dobramento caracteristico das galectinas e sua
organizagdo funcional em solugdo (Torres et al., 2025). De modo geral, galectinas podem
formar dimeros ou estruturas oligoméricas de maior ordem, dependendo do contexto estrutural
e das interfaces de associagdo, indicando que variagdes pontuais na sequéncia primaria nao
comprometem o nticleo estrutural das proto-galectinas marinhas (Cummings et al.,2022; Duarte
et al.,2023; Torres et al., 2025).

A predigdo estrutural tridimensional de ApL-1 corrobora esses achados, revelando
um dobramento caracteristico de galectinas do tipo proto, composto predominantemente por
folhas B organizadas em arranjo de B-sanduiche formado por cadeias antiparalelas conectadas
por alcas flexiveis. Esse padrao estrutural, amplamente descrito para galectinas de esponjas

marinhas, incluindo ALL, CCL e AcrL, esta dirctamente associado a estabilidade
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conformacional e a organizagdo do sitio de reconhecimento de carboidratos (Carneiro et al.,
2017; Duarte et al., 2023; Marques et al., 2018; Torres et al., 2025).

Esse comportamento ¢ consistente com o descrito para a lectina ACL (Aplysina
cauliformis), para a qual apenas um numero limitado de peptideos foi obtido a partir de
diferentes estratégias proteoliticas, sem permitir a reconstru¢do completa da sequéncia primaria
(Viana, 2021).

A recorrente identificacao de residuos de cisteina nos peptideos de ApL-2 sugere a
presenca de pontes dissulfeto como elementos relevantes para sua estabilizagao estrutural, em
concordancia com o comportamento eletroforético observado sob condigdes redutoras € ndo
redutoras. Esse perfil aproxima a ApL-2 de AfiL, cuja estrutura primaria parcial também
apresenta abundancia de residuos de cisteina, associada a estabilizacao por ligagdes dissulfeto,
apesar da auséncia de similaridade com familias classicas de lectinas animais (Andrade ef al.,
2025).

A andlise de similaridade por BLASTp refor¢a essa interpretacdo, uma vez que a
sequéncia parcial de ApL-2 ndo apresentou similaridade com lectinas previamente
caracterizadas, mas exibiu alinhamentos estatisticamente significativos com proteinas putativas
codificadas nos genomas de esponjas marinhas, como Dysidea avara ¢ Halichondria panicea.
Padrao semelhante foi descrito para a AfilL e para a lectina H-3 de Haliclona caerulea, que
também ndo apresentaram homologia com lectinas conhecidas, mas exibiram elevada
similaridade com proteinas putativas de Amphimedon queenslandica (Andrade et al., 2025;
Carneiro et al., 2013a).

Em conjunto, os resultados indicam que a ApL-2 compartilha caracteristicas
estruturais e evolutivas com lectinas como ACL e AfiL, marcadas por sequenciamento primario
incompleto, auséncia de similaridade com familias cldssicas de lectinas animais e conservagao
de regides ricas em cisteina. Esse conjunto de evidéncias aponta para a existéncia de um grupo
funcionalmente relevante de lectinas de esponjas marinhas que nao ha uma classificacao

definida até o presente momento.
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6 CONCLUSAO

Este estudo demonstra que Aplysina pseudolacunosa expressa um repertorio
lectinico funcionalmente e estruturalmente diverso, representado por duas proteinas inéditas,
ApL-1 e ApL-2. A ApL-1 foi caracterizada como uma galectina do tipo proto, com estrutura
dominada por folhas B e motivos conservados tipicos dessa familia, enquanto a ApL-2
apresentou propriedades estruturais e hidrodindmicas incompativeis com lectinas cléssicas,
sugerindo tratar-se de uma lectina nao convencional ainda pouco explorada em Porifera.

A coexisténcia dessas duas lectinas na mesma espécie revela uma complexidade
inesperada nos sistemas de reconhecimento glicidico de esponjas marinhas, ampliando a
compreensdo da diversidade molecular do género Aplysina. Esses achados fornecem um
arcabouco solido para estudos futuros sobre a organizagdo estrutural, a evolugdo funcional e o

potencial biotecnologico dessas lectinas marinhas.
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