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RESUMO

Pertencentes ao filo porifera (do latim porus, poro, + fera, portador de), as esponjas sdo 0S
animais multicelulares mais primitivos do planeta. Sdo sésseis, bentdnicas, sendo
predominantemente marinhas. Nas Ultimas décadas, as esponjas tém se revelado como uma
abundante e promissora fonte de compostos bioativos, como por exemplo as lectinas. As
lectinas podem ser definidas como proteinas/glicoproteinas de origem ndo imune que se ligam
e/ou precipitam carboidratos e glicoconjugados e substancias que os contenham, livres em
solucdo ou na superficie celular, ndo alterando a estrutura covalente das liga¢des glicosidicas,
de forma reversivel e ndo covalente. Dessa forma, objetivo do presente trabalho foi purificar,
caracterizar bioquimicamente e avaliar o efeito na inibicdo de biofilmes bacterianos de uma
lectina isolada da esponja marinha Aaptos sp. A nova lectina (AL — Aaptos Lectin) foi isolada
a partir da combinagéo das cromatografias de afinidade em matriz goma de Guar seguida por
cromatografia de exclusdo molecular em sistema UPLC. AL foi capaz de aglutinar eritrocitos
de coelho nativos e tratados enzimaticamente, sendo inibida por galactosideos. A proteina é
estdvel em pH neutro a alcalino e perde a atividade a partir de 40°C. A massa molecular
determinada por espectrometria de massas foi de 13.655 +/- 2 Da. Andlises de dicroismo
circular sugerem que a lectina é constituida de 28% de a-hélice, 26% de folha-B, e de 46% de
regido randémica. AL ndo foi toxica contra nauplios de artemia e ndo foi capaz de reduzir a
biomassa dos biofilmes bacterianos, mas foi capaz de reduzir o nimero de células viaveis da
bactéria E. coli. Estudos posteriores serdo necessarios para elucidacdo da estrutura da lectina e

para se descobrir possiveis aplicacdes biotecnoldgicas da nova proteina.

Palavras-chave: Esponjas marinhas. Lectina. Biofilme.



ABSTRACT

Belonging to the porifera phylum (from Latin porus, pore, + beast, bearer of), sponges are the
most primitive multicellular animals on the planet. They are sessile, benthic, being
predominantly marine. In recent decades, sponges have proved to be an abundant and promising
source of bioactive compounds, such as lectins. Lectins can be defined as proteins/
glycoproteins of nonimmune origin that bind and/or precipitate carbohydrates and
glycoconjugates and substances containing them, free in solution or on the cell surface, without
changing the covalent structure of the glycosidic bonds, reversibly and not covalent. Thus, the
objective of the present work was to purify, characterize biochemically and test possible
biological activities of a lectin present in the marine sponge Aaptos sp. The novel lectin (AL -
Aaptos Lectin) was isolated from the combination of affinity chromatography on Guar gum
matrix followed by molecular exclusion chromatography on UPLC system. AL was able to
agglutinate native and enzymatically treated rabbit erythrocytes and was inhibited by
galactosides. The new protein is stable at neutral to alkaline pH, is thermolabile by totally losing
its activity at 40 ° C, and its molecular mass determined by spectrometry was 13.655 + 2 Da.
According to circular dichroism the lectin consists of 28% a-helix, 26% [-sheet, and 46%
random region. AL was nontoxic against artemia nauplii and was not able to inhibit bacterial
biofilm formation but was able to reduce the number of viable E. coli bacteria cells. Further
studies will be needed to elucidate the structure of the lectin and to discover possible

biotechnological applications of the new protein.

Keywords: Marine sponges. Lectin. Biofilm.
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1. INTRODUCAO

1.1 Esponjas

As esponjas sdo os animais multicelulares mais primitivos do planeta e pertencem
ao filo porifera (do latim porus, poro, + fera, portador de). S80 sésseis, bentdnicas, sendo
predominantemente marinhas. As esponjas sdo filtradoras, dessa forma utilizam células
flageladas chamadas de coandcitos para gerar uma corrente unidirecional de agua através de
um sistema de canais exclusivo do filo, o sistema aquifero. E por meio do sistema aquifero que
sdo feitas as trocas entre esponja e ambiente (nutricdo, respiragdo, excrecao, reproducéo), o
sistema aquifero € um conjunto tridimensional de canais ramificados que levam agua para todo
0 corpo da esponja (Figura 1) (HICKMAN et al., 2004; MURICY et al., 2007).

Figura 1 — Principais estruturas do sistema aquifero em uma esponja hipotética.

Canal exalante  G&gculos

N7 . Poros
Diregao do | = g
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Fonte: Atlas de Invertebrados Marinhos da Regido Central da Zona Econdmica Exclusiva Brasileira — Parte 1.

As esponjas possuem organizacdo em nivel celular, sem a formagdo de tecidos
complexos ou 6rgdos. Mas as células das esponjas agem de forma coordenada para realizar
funcBes complexas como a reproducdo e a geracdo do fluxo de dgua pelos coandcitos. A forma
do sistema aquifero estd em constantemente reorganizacdo, o que se traduz em uma grande
plasticidade morfolégica das esponjas em diferentes ambientes. (MURICY et al., 2007).

Os poriferos sdo abundantes em todos 0s oceanos, onde colonizam rochas, conchas,
esqueletos mortos de corais e outros substratos consolidados. Nos canais do sistema aquifero
das esponjas pode se encontar uma rica fauna associada, que inclui crustaceos, poliquetos,
moluscos, equinodermos e muitos outros animais. Muitas esponjas abrigam também bactérias
simbiontes. Algumas espécies de esponjas podem até mesmo contribuir para a producéo
priméaria em recifes de coral, através de simbiose com cianobactérias ou zooxantelas (MURICY
et al., 2007; WILKINSON, 1987).
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1.2 Taxonomia

O filo porifera pode ser dividido em trés classes segundo Hooper et al 2002:
Hexactinellida (organizacéo corporea sincicial, esponjas de vidro), Demospongiae (as espiculas
possuem simetria monaxdnica ou tetraxénica) e Calcarea (as espiculas tém simetria

monaxonica, triaxénica ou tetraxdnica) (Figura 2).

Figura 2 — Exemplos das classes de esponjas.

Hexactinellida Demospongiae Calcarea

Fonte: https://www.emaze.com/@ATLIWWT/zoology-Project;
http://www.seawater.no/fauna/porifera/Demospongiae.html;
http://meioambiente.culturamix.com/ecologia/esponjas-calcarias-e-demosponjas

A classe Demospongiae é a maior, abrangendo cerca de 95% das espécies de
esponjas. De forma geral, as esponjas pertencentes a esta classe possuem espiculas de silica ou
espongina, mas algumas espécies sdo desprovidas de esqueleto. As espiculas possuem simetria
monaxdnica ou tetrax6nica (com um ou quatro eixos, respectivamente) e as espécies desta
classe costumam apresentar cores diversas e vistosas. Na classe Demospongiae encontram-se
as esponjas de banho (Spongia e Hippospongia) que sdo comercialmente importantes
(HICKMAN et al., 2004; MURICY et al., 2007).

A familia Suberitidae € caracterizada por apresentar espécies de esponjas de
interesse na area da farmacologia. Apesar da sua importancia é uma das familias menos estudas,
provavelmente devido a dificuldade de identificagdo taxonémica (COBO, 2015).

Esponjas marinhas do género Aaptos constituem a Unica fonte natural de alcaloides
do tipo 1H-benzo-[de][1,6]-nafti-ridinicos, também denominados de aaptaminas, apresentando
assim um grande interesse farmacologico (GRANATO et al., 2010).

A espécie utilizada no presente trabalho, Aaptos sp. (Figura 3), foi encontrada no

litoral oeste do Ceara e ao que tudo indica € endémica do Brasil e possivelmente uma nova
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espécie do género Aaptos, sendo assim necessarios mais estudos taxondmicos para confirmar
esta hipotese. A esponja de estudo apresenta coloracdo escura por fora e mais clara por dentro,

tem textura macia, mas possui bastantes espiculas.

Figura 3 — Aaptos sp.

Fonte: Arquivo pessoal.

1.3 Compostos bioativos obtidos de esponjas

Nas ultimas décadas, as esponjas tém se revelado como uma abundante e
promissora fonte de compostos bioativos, sendo importante destacar que estes animais foram
o0s primeiros invertebrados marinhos a fornecer substancias de interesse médico-farmacolégico
(HAJDU et al., 2004).

A descoberta de compostos bioativos obtidos a partir de esponjas é bastante
relevante, pois estes animais tém potencial para fornecer futuros medicamentos contra doencas
importantes, como cancer, uma série de doencas virais, malaria e inflamacdes (SIPKEMA et
al., 2005).

A utilizacdo de esponjas com finalidades médicas é relatada desde muitos séculos,
onde os médicos as utilizavam para estimular a coagulacdo sanguinea. No século XVIII
médicos russos, ucranianos e poloneses passaram a utilizar uma esponja de agua doce para
tratar doencas pulmonares e reumatismo (SCHRODER, 1942). Além disso, as esponjas eram
utilizadas também contra todos os tipos de ferimentos, fraturas ésseas, hidropisia, dores de
estdbmago e doencas infecciosas (HOFRICHTER; SIDRI, 2001).

O interesse farmacéutico nas esponjas foi despertado no inicio da década de 50,
devido a descoberta de dois nucleosideos (spongothymidine e spongouridine) oriundos da
esponja marinha Cryptotethya crypta (BERGMANN; FEENEY, 1950). Estes nucleosideos
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foram a base para a sintese da Ara-C, o primeiro agente anti-cancer derivado de um composto
marinho, e a droga antiviral Ara-A (PROKSCH et al., 2002). Atualmente o Ara-C é utilizado
no tratamento de pacientes com leucemia e linfoma, e um de seus derivados fluorado também
tém sido utilizado em pacientes com cancer de pancreas, mama, bexiga e de pulméo
(SCHWARTSMANN, 2000). Ara-A é utilizada para combater doengas virais como por
exemplo o herpes, sendo licenciada como o primeiro nucleosideo antiviral para o tratamento
de infec¢éo sistémica por virus do herpes e uma das trés drogas derivadas do ambiente marinho
aprovada pela Food and Drug Administration - FDA (EUA) (SANG VO et al., 2011).

Compostos bioativos obtidos a partir de esponjas podem apresentar atividade anti-
inflamatoria, antitumoral, imunossupressora, antiviral, antimalérica, antibiotica (SIPKEMA et
al., 2005).

Podemos observar que a utilizacdo de esponjas ndo € recente e mesmo apoés tantos
anos ainda se tém muito a explorar e uma infinidade de novas substancias para serem
descobertas e utilizadas nos mais distintos fins.

Nesse contexto surge o interesse nas lectinas, que sdo moléculas bioativas que
podem desempenhar uma série de atividades bioldgicas, sendo assim de grande relevancia e,

especificamente, as esponjas sdo uma rica e pouca explorada fontes de lectinas.

1.3.1 Compostos bioativos do género Aaptos

As esponjas do género Aaptos constituem uma fonte natural de alcaldides do tipo
1H-benzo-[de][1,6]-nafti-ridinicos, também denominados de aaptaminas. Os mesmos
pesquisadores que descobriram as aaptaminas isolaram dois outros derivados, a
desmetilaaptamina 2 e a desmetiloxiaaptamina 3, a partir da mesma esponja Aaptos aaptos
(GRANATO et al., 2010).

Os alcalGides heteroaromaticos isolados da esponja A. aaptos apresentam
atividades bioldgicas como bloqueadores de receptores a-adrenérgicos, acdo citotoxica e
atividade antimicrobiana (GRANATO et al., 2010). Dessa forma, podemos sugerir que as

esponjas pertencentes a este género podem ser fontes de compostos biotivos.
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1.4 Lectinas

1.4.1 Histérico

A existéncia de proteinas com habilidade de aglutinar eritrdcitos é conhecida desde
o final do século XIX, tais proteinas foram denominadas de hemaglutininas ou
fitohemaglutinas, pois geralmente eram encontradas em extratos de plantas (SHARON; LIS,
2004). No entanto, o primeiro relato de hemaglutinacdo no mundo teria ocorrido por volta de
1860, onde o veneno da serpente Croatalus durissus apresentou atividade hemaglutinante. Um
dos fatos que marcou os estudos de lectinas foi a descoberta da ricina em 1888 por Peter
Hermann Stillmark em seu doutorado, a ricina é altamente tdxica e foi isolada a partir de
sementes de Ricinus communis, depois foi descoberto que a ricina se tratava de uma proteina
contendo duas cadeias, uma parte toxica e uma parte ndo tdxica que era responsavel pela a
aglutinacdo (SHARON; LIS, 2004).

Em 1919, James B. Sumner obteve a primeira hemaglutinina pura, a partir, de
sementes de Canavalia ensiformis (feijdo de porco), e foi denominada de Concanavalina A
(SUMNER, 1919). Quase vinte anos depois Sumner em parceria com Howell (1936), relataram
que a Concanavalina A, além de aglutinar células como eritrdcitos e leveduras, também possui
habilidade de precipitar glicogénio em solu¢édo, sendo inibida por sacarose demostrando assim
pela primeira vez a especificidade das lectinas por acticar (SHARON; LIS, 2004).

Na década de 40, Boyd e Renkonen de forma independente constataram a
especificidade de diferentes hemaglutininas de sementes por determinado tipo sanguineo
humano (sistema ABO) (SHARON; LIS, 2004). A especificidade das hemaglutininas por tipo
sanguineo teve um papel fundamental nos estudos iniciais sobre a base estrutural dos antigenos
associados ao sistema ABO (SHARON; LIS, 2004). A habilidade de distinguir eritrécitos de
diferentes tipos sanguineos realizada pelas aglutininas levou Boyd e Shapleigh, em 1954, a
propor o termo lectina (do latim legere, escolher, selecionar, optar) para denominar tais
proteinas (BOYD; SHAPLEIGH, 1972). Anos mais tarde o termo lectina foi utilizado para
designar todas as aglutininas especificas a agucar, de origem ndo imune, independente da sua
origem (SHARON; LIS, 1972).

Duas descobertas deixaram as lectinas em evidéncia no meio cientifico, a primeira
foi realizada por Peter C. Nowell (1960) onde descobriu que a lectina do feijdo vermelho
Phaseolus vulgaris, a PHA, estimulava os linfocitos a entrarem em mitose, tal descoberta teve

um grande impacto na imunologia, pois contrariou a ideia de que os linfocitos eram celulas



20

incapazes de se dividir ou de se diferenciar (NOWELL, 1960). A segunda importante
descoberta foi realizada por Joseph C. Aub que mostrou que a aglutinina do gérmen de trigo
(wheat germ agglutinin — WGA) tinha a capacidade de aglutinar células preferencialmente
malignas (AUB et al., 1965), estudo onde mostrou que lectinas sdo capazes de reconhecer
células malignas podendo ser utilizadas como ferramentas no estudo do cancer.

No inicio dos anos 70, ja havia sido relatada a presenca de aglutininas em varios
organismos, principalmente em plantas. Em animais poucas lectinas haviam sido purificadas e
caracterizadas como as isoladas da enguia (SPRINGER; DESAI, 1971), do caracol
(HAMMARSTROM; KABAT, 1969) e do caranguejo ferradura (MARCHALONIS;
EDELMAN, 1968). A primeira lectina animal isolada foi da enguia européia Anguila anguila
(WATKINS; MORGAN, 1952) que demostrou ser especifica a L-fucose. Em 1975, foi relatado
o isolamento de uma aglutinina presente na enguia elétrica Electrophorus electricus
(TEICHBERG et al., 1975), sendo esta lectina 0 primeiro membro da familia especifica a [3-
galactosideos, denominadas de galectinas (BARONDES et al., 1994).

1.4.2 Definicéo e importancia

No ano de 1995, foi proposta por Peumans e Van Damme uma defini¢cdo bem aceita
e utilizada até hoje, considerando as lectinas como “proteinas ou glicoproteinas de origem nao
imune com pelo menos um sitio ndo catalitico de ligacdo que reconhecem e interagem de forma
reversivel com carboidratos especificos” (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Contudo esta
definicdo se encaixa mais adequadamente quando se trata de lectinas de plantas, pois como
veremos adiante nos animais as lectinas podem ter fungdo imune.

Dessa forma, ha outras definicdes que se adequam melhor para definir de modo
geral as lectinas, como: lectinas podem ser definidas como proteinas ou glicoproteinas de
origem ndo imune que se ligam e/ou precipitam carboidratos e glicoconjugados e substancias
que os contenham, livres em solu¢do ou na superficie celular, ndo alterando a estrutura
covalente das ligagdes glicosidicas, de forma reversivel e ndo covalente (SAMPAIO et al.,
1998). A interacdo das lectinas com carboidratos pode ser tdo especifica quanto a interacéo
entre antigeno e anticorpo ou substrato e enzima (MINKO, 2004).

Essas proteinas sdo capazes de atuar como moléculas de reconhecimento no interior
das células, superficies celulares e fluidos fisiologicos e por sua capacidade de decifrar o
glicocddigo, as lectinas podem ser utilizadas numa variedade de estudos biotecnoldgicos

incluindo pesquisa sobre o cancer e imunologia (SHARON; LIS, 2004).
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Até o presente momento importantes atividades bioldgicas desempenhadas por
lectinas j& forma relatadas na literatura, como por exemplo anti-HIV (MORI et al., 2005),
antidepressiva (BARAUNA et al., 2006), atividade toxica sobre células malignas (PAJIC et al.,
2002), efeito pro-inflamatério (QUEIROZ et al., 2008), inducdo da morte celular de células
cancerigenas (SUGAHARA et al., 2001; RABELO et al., 2012), inibi¢cdo da formacdo do
biofilme (TEIXEIRA et al., 2007; CARNEIRO et al., 2017).

1.4.3 Lectinas de animais

No ano de 2000 David Kilpatrick, propds uma definicdo bastante aceita e
amplamente utilizada, onde lectinas de animais sdo “proteinas ou glicoproteinas que
reconhecem e interagem com carboidratos especificos, sem participarem do metabolismo dos
mesmos e nem pertencerem a nenhuma das principais classes de imunoglobulinas”.
(KILPATRICK, 2000).

As lectinas de animais podem ter tanto funcdo imunoldgica como ndo imunoldgica,
entretanto as lectinas que mais tem se destacado sdo as lectinas com fungdes imunoldgicas.
Como exemplo de fungdes imunologicas temos: defesa, trafego e reconhecimento celular e
modulacdo da resposta imune, e como exemplo de fun¢des ndo imunoldgicas desempenhadas
por lectinas animal temos: mediacdo da endocitose, interagdes célula-célula, regulacdo do
crescimento celular, trafego intracelular de glicoconjugados, limpeza de restos celulares,
ligacOes extracelulares (MELO, 2013), mostrando que as lectinas estdo envolvidas em varios
processos bioldgicos importantes para o animal.

As funcdes das lectinas nos animais estdo relacionadas principalmente com o tipo
de lectina presente, dessa forma, as lectinas de animais sdo divididas em familias e esta divisdo

é realizada com base na estrutura e fungdes desempenhadas.

1.4.3.1 Familias de lectinas de animais

Inicialmente as lectinas animais eram divididas em duas familias: lectinas tipo C
(lectinas dependes de Ca?*) e lectinas tipo S (ligantes de galactose), também conhecidas como
galectinas (DRICKAMER, 1988) e as lectinas que ndo se encaixavam em nenhuma das duas

familias eram reunidas em um grupo heterogéneo denominado de N-tipos.
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Atualmente as lectinas de animais podem ser agrupadas em 19 familias. Contudo,
ao decorrer do tempo e a melhoria das técnicas cientificas empregadas pode-se observar a
existéncia de proteinas com diferentes funcdes e estrutura que deram origem a varias familias.

Mesmo com a diversidade de familias existentes ha lectinas que ndo se encaixam,
assim sdo denominadas de ‘“Orfas’’.

Na Tabela 1 estdo apresentadas as principais familias de lectinas de animais com

foco nas suas caracteristicas e funcoes:



Tabela 1 - Classificacdo das lectinas de animais em familias de acordo com suas caracteristicas.
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Familia Caracteristica Funcdo
Anexinas! Dependentes de Ca?* e ligantes de fosfolipideos, quatro ou oito Inibigdo da fosfolipase A2, coagulacdo do sangue, regulacéo do
dominios repetidos com cerca de 70 residuos aa. trafego de membrana e exocitose, ligacdo a proteinas do
citoesqueleto.
Calnexina e Dominio lectinico que reconhece o oligossacarideo precursor Compreendem um sistema de chaperonas moleculares do reticulo

Calreticulina?

GlciManyGIcNAC,, caracteristico de glicoproteinas recém-
formadas.

endoplasmético (RE) e que asseguram a dobragem adequada de
glicoproteinas recém-sintetizadas

Kaliklectinas®

Ligantes de manose, possuindo quatro dominios repetidos por
mondmero, dependentes de Ca®* e apresentam-se como dimeros
ligados por pontes dissulfeto

Estruturalmente semelhantes as cadeias pesadas das calicreinas
plamaticas humanas e aos fatores de coagulacdo XI de mamiferos

Lectinas tipo C e
proteinas contendo o
CTLD*

Residuos conservados nos DRCs (estrutura globular compacta),
Possuem em média 130 aminoacidos, com somente 14 residuos
invariantes e 18 posi¢des conservadas.

Adeséo celular e participacdo no sistema imune inato.

Lectinas tipo F°

Possuem um dnico sitio de ligacdo a fucose e um motivo de
ligagdo a Ca®*

Atua no sistema imune.

Lectinas tipo F-Box®

Sitio de ligacdo a carboidratos, especifico a dissacarideos de
GIcNAC, esta localizado no lado oposto do dominio de
reconhecimento a ubiquitina e é formado por dois loops que
conectam as fitas

Regulacéo das ubiquitinas, as ubiquitinas estdo relacionadas com
a regulacdo, localizagdo e atividade das proteinas citoplasmaticas
mal formados

Lectinas tipo H’

Incluem a lectina isolada do caracol Helix promatia, a lectina do
octocoral Sinularia lochmodes e as discoidinas isoladas de
Dictyostelium discoidenum. Essas lectinas compartilham cerca
de 30% de identidade, além da afinidade por galactose

Simbiose.

Lectinas tipo 18

Séo proteinas de membrana do tipo | caracterizadas por um
dominio do tipo imunoglobulina no amino terminal que contém o
sitio de ligacédo a 4cido sialico

A funcdo das Siglecs varia consideravelmente, uma vez que sua

especificidade por acidos sialicos é significativamente diferente,

Siglecs relacionadas a CD33 e CD22 sdo receptores inibidores de
sinalizacéo.

Lectinas tipo L°

Possuem o DRC similar aos das lectinas de leguminosas, as
células animais expressam quatro tipos de lectinas tipo-L.

Trafego e secre¢do de glicoproteinas.

Lectinas tipo M0

Ligam-se aos glicanos de manose de glicoproteinas do ltmen do
RE, mas ndo tém funcdo catalitica.

Lectinas do tipo P

Especificidade do DRC por manose-6-fosfato (M6P); séo
exclusivamente intracelulares.

Envolvidas no transporte de proteinas pds-Golgi e degradacédo de
glicoproteinas
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Lectinas do tipo
Quitinase??

Proteinas de mamiferos que pertencem a familia das 18
glicosideo hidrolases, sollveis, intracelulares ou secretadas, que
tém uma estrutura semelhante ao barril triose-fosfato isomerase.

Parecem estar envolvidas no sistema imune inato

Lectinas do tipo R®

Assemelham-se as proteinas toxicas de vegetais, como a ricina e
a abrina.

Lectinas do tipo X**

S&o dependentes de Ca?*, conservam um dominio do tipo
fibrinogénio que parece estar envolvido na ligagdo a
carboidratos.

Lectinas ligantes de
Ramnose'®

Se ligam especificamente a L-ramnose ou D-galactose, sdo
capazes de aglutinar bactérias Gram negativas e Gram positivas
por ligarem a LPSs e 4cido lipotéco, respectivamente.

Parecem ser um componente importante do sistema imune inato,
atuando como PRPs (Pattern recognition proteins - Proteinas de
reconhecimento de padrdes).

Pentraxinast®

Presenca de uma estrutura anelar que pode ser encontrada em
duas classes de proteinas humanas bem conhecidas: as proteinas
reativas C (CRP) e os componentes séricos amildides P (SAP).

CRP e SAP parecem estar envolvidas no sistema imune inato,
atuando no inicio, bem como na atenuacdo da resposta
inflamatoria.

Tachylectinas'’

Proteinas com seis dominios repetidos contendo de 33 a 38
residuos cada, com habilidade de ligar-se a lipopolissacarideos
(LPS).

Atuam como anticorpos naturais, formando uma primeira linha de
defesa.

Lectinas do tipo S
(galectinas)*®

Ligantes de [ galactosideos e que evolutivamente conservam
elementos estruturais e residuos chave no DRC

Podem desempenhar importantes papéis durantes diferentes etapas
de processos tumorais, podem também controlar a progressédo
tumoral por meio da modulagéo do ciclo celular, regulam a
apoptose.

Ficolinas?®

Especifica para grupos acetil, podendo este mesmo DRC ligar-se
tanto a carboidratos (ex: ManNAc, GIcNAc e GalNAc) quanto a
moléculas ndo glicidicas.

Representam um grupo de proteinas solGveis constituintes do
sistema imune inato.

LISHITSUKA et al., 1998; RAYNAL; POLLARD, 1994; SWAIRJO; SEATON, 1994. 2WILLIAMS, 2006. * TSUTSUI et al., 2011. * DRICKAMER, 1993;
WEIS et al., 1991. > ODOM, 2004. ®* DRICKAMER, 2006. " SANCHEZ et al., 2006. 8 VASTA; AHMED, 2008. ° ITIN et al., 1996. 1 DRICKAMER, 2006. 1!
DRICKAMER, 2006. 2 DRICKAMER, 2006. * DRICKAMER, 2006. 14 LEE et al., 2004. > KILPATRICK, 2002; TATENO et al., 2002. 16 STEEL;
WHITEHEAD, 1994; BICKERSTAFF et al., 1999. 7 KILPATRICK, 2002. 8 BARONDES et al., 1994. 1 DRICKAMER, 2006.

Fonte: Almeida, 2014.
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1.4.3.2 Lectinas de invertebrados marinhos

Nos altimos anos, um namero significativo de lectinas presentes em invertebrados
marinhos tém sido isoladas e estudos sugerem que elas representam um componente importante
no sistema de defesa, contribuindo com o sistema imunoldgico inato do animal contra agentes
patogénicos (KILPATRICK, 2002). Em particular o nidmero de lectinas purificadas de
invertebrados marinhos ainda € pequeno se levarmos em consideracdo a quantidade de filos
existentes, além disso, esses estudos estdo concentrados nas lectinas presentes em moluscos e
crustaceos.

As lectinas obtidas a partir de invertebrados em sua maioria assemelham-se em
funcdo a anticorpos devido a sua capacidade de se ligar a bactérias ou células exdgenas, dessa
forma, as lectinas de invertebrados tém se destacado devido a essa habilidade de funcionarem
como anticorpos naturais, auxiliando o sistema imune inato do animal. Esse papel das lectinas
¢ bastante importante, pois os invertebrados ndo possuem sistema imune adaptativo
(MARCHALONIS; EDELMAN, 1968). Assim, as lectinas em invertebrados podem
desempenhar um papel relevante nos mecanismos de defesa, reconhecendo invasores,
danificando as células independentes e mediando a atividade bioldgica de células (VASTA et
al., 1994).

Varios papéis tém sido propostos para as lectinas em invertebrados, incluindo a
participacdo na agregacdo de célula, fertilizacdo, desenvolvimento embrionarios, reparo de
feridas, metamorfose, e transporte de agucares complexos (RENWRANTZ, 1986; VASTA,
1992; OLAFSEN, 1996).

O filo que mais se destaca nos estudos de lectinas de invertebrados € o filo
Moslluca. Esse filo é bastante numeroso o que justifica o elevado nimero de lectinas isoladas
e caracterizadas quando comparado com outros filos de invertebrados. Além disso, algumas
proteinas apresentam atividade antitumoral, antiviral e antibacteriana. Os animais que
despertam mais interesse para 0s estudos sdo aqueles de valor econémico ou médico como, por
exemplo, as ostras e mexilhdes (CHERNIKOV et al., 2013). Nos moluscos as lectinas podem
ser detectadas principalmente no plasma ou em varios orgaos e tecidos. Geralmente, as lectinas
encontradas no plasma sdo complexos protéicos multiméricos contendo varios sitios de ligagdo
(CHERNIKQV et al., 2013).

O numero de lectinas isoladas de esponja ainda é pouco se compararmos com as

lectinas isoladas de moluscos, mas as esponjas tém se revelado como uma promissora fonte de
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lectinas de invertebrados. As esponjas s@o cosmopolitas e possuem habilidade de realizar
biossintese de varios compostos naturais incluindo as lectinas (CARTE, 1996; HENTSCHEL
et al., 2006).

1.4.3.3 Lectinas de esponjas

A presenca de hemaglutininas em esponjas foi relata pela primeira vez em 1968 por
Dodd et al, quando trabalhavam com extratos das espécies Cliona celata e Axinella sp.
Entretanto, a purificacdo das primeiras lectinas de esponja sé ocorreu no ano de 1976 por
Bretting e Kabat, quando trabalhavam com a espécie Axinella polypoides. Neste estudo foram
isoladas duas lectinas (lectina I e I1) através de cromatografia de afinidade em matriz Sepharose
(BRETTING; KABAT, 1976). Até o presente momento ja foi relatado na literatura a
purificacdo de 40 lectinas do filo porifera, sendo 39 pertencentes a classe demospongiae e
apenas 1 pertencente a classe hexactinellida (GARDERES et al., 2015). E um nimero pequeno
se levarmos em consideracdo a quantidade e diversidade de espécies existentes.

De modo geral as lectinas de esponjas possuem algumas caracteristicas como baixo
peso molecular, sdo termoestaveis com poucas excec¢des, a maioria é especifica a galactose, e
seus derivados, e podem ser glicoproteinas (GOMES FILHO et al., 2015). Na maioria das vezes
as lectinas de esponjas foram purificadas usando técnica de cromatografia de afinidade, seguida
por cromatografia de exclusdo molecular.

As lectinas geralmente sdo classificadas de acordo com sua estrutura primaria e sua
seletividade de ligacdo. Lectinas de esponjas podem pertencer a familia das galectinas (lectinas
tipo S), lectinas tipo C, tachylectinas e lectinas do tipo F. As galectinas de esponjas diferem
das galectinas encontradas em outros animais, pois abrigam caracteristicas estruturais
especificas, ou seja, as galectinas de esponjas podem criar grandes complexos moleculares na
presenca de Ca?" (ndo envolvido na ligacéo a carboidratos) e possuem uma afinidade elevada
por aglcares contendo N-acetil-galactosamina (GARDERES et al., 2015).

Vérios estudos tém demostrado diferentes funcdes fisioldgicas realizadas pelas
lectinas de esponjas, como associagdo com micro-organismos (MULLER et al., 1981),
interacbes celulares e morfogénese (GARDERES et al., 2015), defesa (KAMIYA;
MURAMOTO; GOTO, 1990), agregacéo celular (GUNDACKER et al., 2001), formacéo de
espiculas (GARDERES et al., 2015) e regulacéo do crescimento (WIENS et al., 2006).

Recentemente foi relatada a ligacdo entre um cromoforo e uma lectina, fato

evidenciado com uma lectina (H-3), da esponja marinha Haliclona caerulea (CARNEIRO et
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al., 2013). H-3 é uma proteina azul que interage com o cromoforo 597, caracterizando essa
lectina como uma proteina pigmento (CARNEIRO et al., 2013). Apds esse estudo outra lectina
foi encontrada ligada a um cromdforo, a lectina (HMA) da esponja marinha Haliclona
manglaris (CARNEIRO et al., 2015). HMA ¢é uma proteina lilas que interage com o cromoforo
581 e apresentou atividade antioxidante, sendo eficaz na proteg¢ao do -caroteno. Desta forma,
especula-se que o croméforo presente em HMA esteja envolvido na fotoprotegdo oxidativa da
esponja. HMA ndo possui similaridade de sequéncia com qualquer outra proteina conhecida.
Assim, podemos observar uma outra funcdo fisioldgica lectinica nas esponjas marinhas.

Inicialmente as lectinas de esponjas eram purificadas objetivando descobrir suas
funcdes fisioldgicas. Mas ao mesmo tempo, além da capacidade dessas proteinas em aglutinar
eritrocitos humanos, foram observadas outras atividades bioldgicas, sugerindo que essas
lectinas teriam um potencial biotecnoldgico a ser explorado. A primeira lectina de esponja que
demonstrou capacidade de estimular a divisdo celular de linfocitos humanos foi isolada da
esponja marinha Geodia cydonium (BRETTING et al., 1981). Até o presente momento as
lectinas isoladas de esponjas tém mostrado um amplo potencial biotecnoldgico com varias
atividades bioldgicas ja relatadas, incluindo modulacéo da atividade neural, imunomodulacao
em mamiferos, deteccdo e eliminagdo de cancer, atividade contra patdgenos de mamiferos
incluindo humanos, inibicdo da formagio do biofilme bacteriano (GARDERES et al., 2015;
CARNEIRO et al., 2017).

Atualmente, devido ao desenvolvimento de bibliotecas de cDNA de esponjas é
possivel ter acesso direto a sequéncias dos genes codificadores das lectinas e sua producdo em
sistemas heterélogos, facilitando assim a avalicio de suas bioatividades (GARDERES et al.,
2015).

Devido a esses fatos, podemos concluir que as lectinas de esponjas constituem uma
fonte de moléculas interessantes do ponto de vista biotecnoldgico. Suas propriedades de ligagédo
a carboidratos e suas atividades bioldgicas indicam que elas possuem um potencial de aplicagédo
contra algumas doencas ou como biomarcadores especificos. (GARDERES et al., 2015).

1.4.3.4 Lectinas do género Aaptos

No ano de 1976 foram isoladas trés lectinas da espécie Aaptos papillata (Aaptos
lectin I, 11 e 111), que estdo entre as primeiras lectinas de esponjas purificadas e caracterizadas
no mundo. O isolamento dessas proteinas foi realizado por cromatografia de afinidade em

mucina de estbmago suino. Em gel de eletroforese a Aaptos lectin | apresentou duas bandas



28

com massa molecular de 12 e 21 kDa respectivamente e Aaptos lectin Il e 11l apresentaram
ambas 16 kDa. A primeira lectina e especifica a N-acetil-glicosamina, ja as outras duas sdo
especificas a N-acetil-galactosamina, N-acetil-glicosamina e acido sialico. (BRETTING et al.,
1976). Apesar do género englobar varias espécies, s6 ha registro de lectinas isoladas da A.
papillata.

Dessa forma, o presente trabalho teve como objetivo a purificagdo e a
caracterizacdo bioquimica de uma lectina presente na esponja marinha Aaptos sp. além de

avaliar o seu potencial na inibi¢do da formacéo do biofilme bacteriano.
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2. METODOLOGIA

2.1 Coleta da esponja

Espécimes da esponja marinha Aaptos sp. foram coletados em pocas de maré na
praia de Icarai de Amontada, localizada no municipio de Amontada, litoral oeste do Ceara, com
autorizacdo do SISBIO N° 33913-5. Apds a coleta, as esponjas foram transportadas em sacos
plasticos contendo agua do mar até o Laboratorio de Biotecnologia Marinha (BIOMAR-LAB)
localizado no Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceard, em
seguida foram limpas e armazenadas a -20°C para uso posterior.

2.2 Purificacdo da lectina

O material foi descongelado e em seguida cortado em pequenos pedagos com
auxilio de uma tesoura, sendo homegeneizado posteriomente com o tampdo tris 25 mM, pH
7,6, contendo NaCl 0,15 M e CaCl, 20 mM (TBS/CaCl,), na proporc¢éo de 1:3 peso/volume. A
mistura foi centrifugada a 5000 x g por 20 minutos a 4°C. O sobrenadante obtido (extrato bruto)
foi submetido a determinacdo de proteinas totais sollveis pelo método de Bradford (1976) e a
ensaios de hemaglutinacao.

Em seguida, o extrato bruto foi novamente centrifugado e submetido a uma
cromatografia de afinidade em coluna de goma de Guar (4,5 x 2,5 cm), previamente equilibrada
com 0 mesmo tamp&o de extragdo (TBS/CaCl,), com fluxo de 1 mL.min e monitorada a 280
nm em espectrofotémetro Ultrospec 2100 pro (Amershan). O material ndo retido na coluna foi
lavado com o mesmo tampdo de equilibrio até os efluentes apresentarem absorbancia menor
que 0,02. J& o material retido na coluna foi eluido com adi¢do do tampao tris 25 mM, pH 7,6,
contendo NaCl 0,15 M e EDTA 20 mM (TBS/EDTA). As fracOes que apresentaram atividade
hemaglutinante foram reunidas, dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e usadas
posteriormente para a cromatografia de exclusdao molecular.

Na cromatografia de exclusdo molecular foi utilizada uma coluna Biosuite ™ 250
HR SEC (0,78 x 30cm, tamanho de particula 5 um) acoplada a um sistema Acquity UPLC ™
(Waters Corp.), a um fluxo de 0,5 mL.min%. A coluna foi equilibrada e eluida com tamp&o
TBS/CaCl, pH 7,6, sendo a lectina purificada de acordo com o tempo de eluicdo. As fragoes
correspondentes a lectina foram reunidas, dialisadas contra agua destilada e liofilizadas para

uso posterior.
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2.3 Preparacéo dos eritrdcitos e atividade hemaglutinante

Eritrécitos humanos do sistema ABO foram obtidos junto ao HEMOCE (Centro de
Hematologia e Hemoterapia do Ceara) e os eritrocitos de coelho foram provenientes de animais
adultos sadios, mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da
Universidade Federal do Ceara.

A partir dos diversos tipos de sangue foram preparadas suspensdes de eritrocitos
nativos (ndo tratados) e tratados enzimaticamente com enzimas proteoliticas (papaina e
tripsina). Inicialmente os eritrocitos foram lavados 6 vezes com 10 volumes de NaCl 0,15 M e,
em seguida foram preparadas suspensodes a 3% (v/v) em NaCl 0,15 M.

Para a preparacdo dos eritrdcitos tratados com enzimas proteoliticas, as hemaécias
foram incubadas separadamente com tripsina e papaina (10 pg.mL™) por 1 hora, a 37 °C,
lavadas 6 vezes com solucdo salina e finalmente, ressuspensas de modo a obter uma
concentracdo final de eritrocitos a 3% (v/v).

Os ensaios de hemaglutinacdo foram realizados em placas de microtitulacdo de
fundo V, usando o método da dupla diluicdo seriada. Inicialmente foi adicionado a cada poco
50 uL de TBS/CaCl,, depois 50 puL das amostras (diluidas serialmente) e finalmente 50 uL de
eritrécitos foram adicionados a cada poco, as placas foram incubadas por 1 h a temperatura
ambiente (25°C), sendo a atividade hemaglutinante observada macroscopicamente. Uma
unidade de hemaglutinacdo (U.H.) foi definida como sendo o inverso da maior dilui¢cdo de uma
dada solucdo que ainda é capaz de aglutinar uma suspensao de eritrécitos a 3%. (SAMPAIO et
al., 1998).

2.4 Inibicdo da atividade hemaglutinante

O ensaio de inibi¢do da atividade hemaglutinante foi realizado de acordo com o
método descrito por Sampaio et al (1998), utilizando os seguintes acutcares e glicoproteinas: a-
metil-D-galactopiranosideo, B-metil-D-galactopiranosideo, 4-nitro-fenil-a-D-
galactosideo,nitrofenil-B-galactosideo, metil-galactosideo, O-nitro-fenil-B-D-galactosideo,
nitrofenil-B-galactosideo, a-lactose (Galf1->4a-Glu), melibiose (Galal >6Glu), fucose, fenil-
[-D-thiogalactopiranosideo, L-ramnose, N-acetil-galactosamina, ribose, L-arabinose, D-
galactose, D-manose, lactulose, glucosamina, D-glicose, ralfinose, frutose, sacarose, GlcNac,

xilose, maltose, mucina de estdmago suino tipo 1l e tipo IlI.
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Os testes foram realizados em placas de microtitulagdo de fundo V, onde 25 puL de
lectina contendo 4 U.H. foram adicionados a 25 pL da solugdo de agticares e glicoproteinas
diluidos serialmente em TBS/CaCl,, sendo entdo incubada por 30 minutos a temperatura
ambiente. Em seguida foram adicionados 50 uL de eritrocitos a 3% a cada pogo e incubados
por 1 hora a temperatura ambiente (25 °C). Os resultados foram expressos como a concentragéo
minima de carboidratos ou glicoproteinas capazes de inibir a atividade hemaglutinante da

lectina.

2.5 Eletroforese e estimativa da massa molecular

A determinacdo do grau de pureza da lectina isolada foi realizada através de uma
eletroforese em gel de poliacrilamida/dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), na presenca e
auséncia de B-mercaptoetanol, corado com Comassie (LAEMMLI, 1970). Além disso, a
eletroforese em SDS-PAGE foi utilizada para estimar a massa molecular da proteina sob
condicdes de desnaturacdo. O gel utilizado (12%) foi submetido a uma corrente elétrica de 25
mA e tensdo de 150 V durante 1h. A massa molecular aparente da lectina foi estimada pela
comparagdo da migragdo dessa proteina no gel com os seguintes marcadores de massa
molecular: fosforilase B (97 kDa), BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbonica
(29 kDa), ovomucéide (21 kDa), riboonuclease (13,7 kDa) e aprotinina (6,5 kDa).

A massa molecular nativa da proteina foi estimada por cromatografia de exclusao
molecular em coluna Biosuite ™ 250 HR SEC (0,78 x 30cm, tamanho de particula 5 um)
acoplada a um sistema Acquity UPLC ™ (Waters Corp.), aum fluxo de 0,4 mL.min. A coluna
foi equilibrada e eluida com TBS/CaCl, pH 7,6, e 0 tempo de elui¢do da lectina foi determinado
de acordo com a comparacgdo com 0s seguintes padrdes: BSA (66 kDa), ovalbumina (45 kDa),

anidrase carbénica (29 kDa), tripsinogénio (24 kDa) e lisozima (14 kDa).

2.6 Caracterizacdo fisico quimica

2.6.1 Efeito do pH na atividade hemaglutinante

Para avaliar o efeito do pH na atividade hemaglutinante, a lectina na concentragéo
de 1 mg.mL? foi incubada por 1 h com diferentes tampdes variando o pH de 4,0 4 10,0, seguido
pela determinagéo da atividade hemaglutinante. Para este ensaio foram utilizados os seguintes
tampdes: acetato de sodio 100 mM (pH 4,0 e 5,0); fosfato de sodio 100 mM (pH 6,0); tris-HCI
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100 mM (pH 7,0 e 8,0) e glicina 100 mM (pH 9,0 e 10,0) (SAMPAIO et al., 1998). Em todos
os tampdes contia NaCl 0,15 M e CaCl> 20 mM.

2.6.2 Efeito da temperatura na atividade hemaglutinante

O efeito da temperatura na atividade hemaglutinante foi avaliado da seguinte forma:
a solucéo da lectina na concentracdo de 1 mg.mL™ foi aquecida a 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100
°C, pelo periodo de 1 hora, seguido pela determinacdo da atividade hemaglutinante (SAMPAIO
etal., 1998).

2.6.3 Efeito de ions divalentes na atividade hemaglutinante

Para avaliar o efeito de ions divalentes na atividade hemaglutinante, a solucéo da
lectina na concentragdo 1 mg.mL™ foi serialmente diluida no tampao tris 50 mM, pH 7,6
contendo NaCl 0,15 M e EDTA 100 mM (TBS/EDTA). Ap6s 1 h de incubacdo, a atividade
hemaglutinante foi determinada (CARNEIRO, 2013). Em seguida, foram adicionados ions

divalentes para tentar recuperar a atividade hemaglutinante da proteina.

2.6.4 Teor de carboidratos

O teor de carboidratos presente na lectina foi determinado através do método do
fenol &cido sulfurico, como descrito em 1956 por Dubois e colaboradores (DUBOIS et al.,
1956), lactose foi usada como padréo.

2.7 Determinacdo da massa molecular através de espectrometria de massas

A massa molecular média de cada lectina foi determinada atraves de espectrometria
de massas utilizando fonte de ionizacdo MALDI. As amostras foram solubilizadas em solucéo
de 30% de acetonitrila (ACN) contendo 0,3% de acido trifluoroacético (TFA).

Na ionizacdo por MALDI as matrizes utilizadas foram o acido 3,5-dimetoxi-4-
hidroxicinamico (acido sinapinico, 10 mg/mL em 30% ACN, 0,1% TFA) e a-4-ciano-
hidroxicinamico (10 mg/mL em 50% ACN; 0,3% TFA). Para obtencdo dos dados

o instrumento (Autoflex MALDI-TOF, Bruker-Daltonics) operou com voltagem de 20 kV com
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analisador em modo linear e na faixa de relagdo massa/carga (m/z) de 20.000 a 80.000. Os
espectros adquiridos foram processados com software FlexAnalysis

2.8 Sequenciamento de aminoacidos através de espectrometria de massas sequencial
(MS/MS)

Inicialmente, foi realizado um SDS-PAGE (12%) conforme descrito no item 2.5, as
bandas correpondentes a lectina foram excisadas com o auxilio de uma ponteira e transferidas
para tubos eppendorfs. As bandas proteicas foram descoradas com 25 mM de bicarbonato de
amonio/ACN (1:1 vol/vol), mantidas sob agitacdo por 30 minutos sendo entdo centrifugadas e
0 sobrenadante descartado. Este procedimento foi repetido até que o gel perdesse a coloracao
completamente.

Apos a remocao total do corante, as bandas foram desidratadas com ACN 100%, a
temperatura ambiente, sob agitacdo e secas em um concentrador a vdcuo (LABCONCO). Em
seguida as bandas foram reduzidas e alquiladas conforme descrito por Shevchenko et al.,
(2007). A reducdo foi realizada através da adi¢do de 100 pL de bicarbonato de aménio 25 mM,
contendo Ditiotreitol (DDT) 10 mM, por 1 hora a 56 °C. As amostras foram centrifugadas e o
sobrenadante descartado. A alquilagdo foi realizada através da adigao de 100 pL de bicarbonato
de aménio 25 mM, contendo iodoacetoamida (IAA) 55 mM, por 45 minutos, abrigado da luz,
em temperatura ambiente. Depois da centrifugacdo o sobrenadante foi descartado e o
precipitado (gel reduzido e alquilado) lavado algumas vezes com bicarbonato de aménio 25
mM, contendo ACN 50%. O tempo de incubacdo para cada lavagem foi de 10 minutos sob
agitacdo constante. Ap6s o descarte do Ultimo sobrenadante os pedacos de gel foram
desidratados com 100 pL. de ACN 100% e secos em concentrador a véacuo.

Em seguida, as bandas foram reidratadas com solucédo de bicarbonato de aménio 50
mM, contendo tripsina na proporc¢do de 1:50 m/m (enzima:substrato). A digestdo foi mantida
por 16 horas a 37 °C e parada pela adi¢do de 2 puL de acido formico 2% (AF). Para a extragao
dos peptideos da digestdo enzimatica utilizou-se uma solucdo contendo AF 5% com ACN 50%.
A mistura foi agitada por 15 minutos a temperatura ambiente, centrifugada e o sobrenadante
coletado. Esse procedimento foi repetido quatro vezes e os sobrenadantes coletados foram secos
em um concentrador a vacuo. Apds secagem, os peptideos foram solubilizados em 20 pL de
AF 0,1% e centrifugados a 5000 xg por 2 minutos.

Dois microlitros da solucdo de peptideos foram aplicados em uma nano coluna de
C-18 (0,075 x 100 mm) acoplada a um sistema de nanoACQUITY (Waters Corp). A coluna foi
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equilibrada com 0,1% de AF e eluida com um gradiente de ACN 10% a 85% em 0,1% de AF.
Os eluatos da cromatografia foram infundidos em uma fonte “nano eletrospray” de um
espectrometro de massas hibrido (Synapt HDMS system-Waters Corp). O espectrometro de
massas operou em modo positivo, com a temperatura da fonte de 373 K, sob voltagem capilar
de 3,0 kV e calibrado com o padrao de fragmentacdo do [Glul]-fibrinopeptideo B. A coleta de
dados foi realizada de acordo com o método de aquisi¢do dependente de dados (Data dependent
analysis - DDA). A referéncia utilizada durante a coleta de dados foi o ion de m/z 785,84 de
[Glul]-fibrinopeptideo B. Os ions selecionados foram fragmentados por CID (Collision
Induced Dissociation), utilizando argbnio como gas de fragmentacdo. Todos os espectros CID
foram interpretados manualmente e pesquisas para similaridade foram realizadas on-line
utilizando BLAST no site do NCBI.

2.9 Dicroismo Circular

A espectroscopia por Dicroismo Circular (DC) foi realizada em um
espctropolarimetro Jasco J-815 (Jasco International Co., Toquio, Japao), ligado a um regulador
de temperatura. A lectina (0,2 mg solubilizada em 1 mL de TBS/CaCl», pH 7,6) foi colocada
em uma cubeta retangular de quartzo com 0,5 mm comprimento. Foi preparada também, uma
amostra da lectina com EDTA 250 mM para averiguar sua interferia na estrutura secudaria da
proteina. Os espectros foram adquiridos a uma velocidade de varredura de 50 nm/min com uma
largura de banda de 1 nm. As aquisi¢cGes foram realizadas de 200-250 nm (longe-UV). As
analises de dados estruturais foram realizados pelo servidor web DICHROWEB (WHITMORE;
WALLACE, 2008).

2.10 Ensaio de letalidade contra nauplios de Artemia sp.

O ensaio de letalidade sobre nauplios de Artemia sp. foi realizado conforme descrito
por Carneiro et al. (2012). Os cistos foram incubados com agua do mar artificial (1g de cistos/L
de &gua do mar) sob iluminagdo e aeracdo constante a 28°C. Apos 48 horas a aeracdo foi
suspensa e 0s nauplios foram coletados para os ensaios. A lectina em diferentes concentragdes
(12,5; 25; 50; 100 pg.mLY) foi incubada com os nauplios em placas de limbro, os ensaios foram
realizados em triplicata e em cada pogo foi adicionado 10 nauplios com o volume final ajustado

para 2 mL. Ap6s 24 horas o nimero de nduplios mortos em cada poco foi contado.
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2. 11 Inibicao da formacao de biofilmes bacterianos

2.11.1 Micro-organismos utilizados

Para este ensaio foram utilizadas as bactérias Gram-positivas Staphylococcus
aureus ATCC 25923 e Staphylococcus epidermidis ATCC 12225, e a bactéria Gram-negativa
Escherichia coli ATCC 11303, todas da American Type Culture Collection (ATCC).

2.11.2 Condicdes de cultivo

As bactérias foram cultivadas em meio Agar Triptona de Soja (TSA) sendo
incubadas a 37 °C por 24 h. Em seguida foi verificado o crescimento de pelo menos 5 col6nias
isoladas, estas colonias foram removidas e inoculadas em 5 mL de Caldo de Triptona de Soja
(TSB) por 18 h a 37 °C sob agitacdo constante. Apds o crescimento, a suspensdo de bactérias
foi ajustada para 2 x 10° células/mL, através de turbidimetria (620 nm) com curvas de calibracéo

previamente determinada para cada bactéria.

2.11.3 Atividade da lectina sobre o crescimento plancténico

O efeito da lectina sobre o crescimento planctonico foi realizado segundo o método
de microdiluicdo em placas de poliestireno de 96 pocos. A lectina foi diluida em NaCl 0,15 M
em concentragBes variando de 250 a 3,9 pg.mL?. Em seguida, cada pogo da microplaca foi
preenchido com 100 uL das diferentes concentracdes da lectina. Por altimo foi adicionado 100
uL de células (previamente ajustadas a 2 x 108 células/mL) para se obter um volume final de
200 pL em cada pogo. Como controle foi utilizado apenas NaCl 0, 15 M sem a presenca da
lectina. As placas foram entéo incubadas a 37°C, durante 24 horas, em seguida a densidade
Optica de cada poco foi registrada a 620 nm utilizando um leitor de microplacas automatico

(SpectraMax® 13) para avaliar o crescimento bacteriano.
2.11.4 Acgéo da lectina sobre a formagao dos biofilmes
A metodologia que foi empregada neste ensaio estad de acordo com Stepanovic e

colaboradores (2000), mas com algumas modificagdes. As placas de polipropileno de 96 pocos

estéreis foram preparadas utilizando um procedimento semelhante ao utilizado no ensaio de
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crescimento planctdnico (concentragdo inicial de células e de lectina). Todas as placas foram
incubadas a 37 °C durante 24 h para o desenvolvimento dos biofilmes. Ap6s o crescimento dos
biofilmes (na presenca e auséncia da lectina), o conteldo de cada poc¢o foi removido e 0s
biofilmes submetidos a duas lavagens com 200 pL/pogo de agua estéril afim de remover as
células fracamente aderidas. Todo o procedimento foi realizado em duas placas de
microtitulacdo distintas, uma para a avaliacdo da biomassa total, e a outra para a anélise do

numero de células viaveis presentes nos biofilmes.

2.11.5 Quantificacdo da biomassa

Para quantificar a biomassa total de biofilme formada foi utilizado um método
colorimetro através do cristal violeta (CV). Para a fixacao do biofilme, 200 pL de metanol 99%
foram adicionados a cada pogo por 5 minutos, apds este tempo o metanol foi removido e as
placas secaram naturalmente a temperatura ambiente. Em seguida, 200 pL de cristal violeta a
1% foi adicionado aos po¢os e apds 5 minutos o excesso do corante foi removido e as placas
lavadas com agua estéril. Por ultimo, 200 pL de solucdo de acido acético (33%; v/v) foram
adicionados aos pocos para dissolver o cristal violeta e em seguida a densidade 6ptica foi
medida a 590 nm.

2.11.6 Enumeracdao das células viaveis

Apos a lavagem foi adicionado aos biofilmes bacterianos 200 pL de agua estéril
(em cada poco) e as placas foram colocadas em banho ultrassénico operando a 50 kHz, por 8
minutos. As suspensdes obtidas foram distribuidas em tubos e diluicdes seriadas de forma
decimal foram realizadas. As diluicdes da suspensdo bacteriana foram entdo inoculadas em
TSA. As placas contendo TSA foram incubadas durante 24 h a 37 °C, e o0 nimero total de

unidades formadoras de colonias por mililitro (UFC/mL) foi determinado.

2.11.7 Andlise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas usando o programa GraphPad Prism®
versdao 5.0 para Microsoft Windows®. Os dados de todos os ensaios foram comparados
utilizando anélise de variancia (ANOVA), com o teste Bonferroni post-hoc. Sera considero p <

0,05 estatisticamente significativos.
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3. RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 Purificacdo da lectina

Uma lectina presente na esponja marinha Aaptos sp., denominada de AL (Aaptos
Lectin), foi purificada a partir da combinacdo de cromatografia de afinidade em goma de Guar,
seguida por cromatografia de exclusdo molecular em coluna Biosuite ™ 250 HR SEC acoplada
a um sistema Acquity UPLC ™ (Waters Corp.).

O extrato total aplicado na coluna de afinidade em goma de Guar e toda a atividade
hemaglutinante ficou retida na coluna sendo recuperada pela adi¢do do tampéo TBS/EDTA 20
mM (Figura 4).

A cromatografia de afinidade em goma de Guar separa proteinas pela sua afinidade
a residuos de galactose presentes na sua estrutura. O material retido na goma de Guar
correspondente a lectina foi eluido com EDTA que é um composto organico que age como
agente quelante, formando complexos muito estaveis com diversos ions metalicos, como o

calcio.

Figura 4 — Cromatografia de afinidade em goma de Guar.
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Fonte: Autor. Cromatografia de afinidade em goma de Guar. O extrato bruto (30 mL) foi aplicado na coluna de
goma de Guar. A coluna (4,5 x 2,5 cm) foi previamente equilibrada com TBS/CaCl; a um fluxo de 1 mL.min- e
com monitoracdo a 280 nm. O material ndo retido na coluna foi lavado com 0 mesmo tampéo de equilibrio até
os efluentes apresentarem absorbancia menor que 0,02. J& o material retido na coluna foi eluido com adicéo do

tampédo TBS/EDTA 20 mM.

Depois de eluidos da goma de Guar, as fragdes correspondentes a proteina foram

dialisadas contra agua destilada, liofilizadas, solubilizadas em TBS/CaCl, e em seguida foi
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realizada a cromatografia de exclusdo molecular para finalizar o processo de purificacdo da
lectina.

Na cromatografia de exclusdo molecular ou gel filtracdo ha a separacdo dos
componentes da amostra de acordo com o tamanho, as molécluas maiores ndo penetram no gel
saindo primeiro e as moléculas menores penetram no gel saindo depois, ou seja, quanto menor
a molécula maior sera o tempo de eluicdo. Dessa forma, as moléculas séo identificadas de
acordo com seu tempo de eluicdo. No estudo em questdo a cromatografia de exclusdo molecular

(Figura 5), foi necessaria para separar a proteina (AL) do EDTA e de outras impurezas.

Figura 5 — Cromatografia de exclusdo molecular.
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Fonte: Autor. Cromatografia de exclusdo molecular. As fracdes da goma de Guar correspondentes a lectina foram
dialisados, liofilizados em seguida foram solubilizados em TBS/CaCl; e aplicados na coluna coluna Biosuite ™
250 HR SEC (0,78 x 30cm, tamanho de particula 5 um) acoplada a um sistema Acquity UPLC ™ (Waters Corp.),
a um fluxo de 0,5 mL.min. A coluna foi equilibrada e eluida com tamp&o TBS/ CaCl..

Outras lectinas de esponjas foram isoladas através da combinag&o de cromatografia
de afinidade seguida por cromatografia de exclusdo molecular, é o caso da CaL a lectina da
esponja marinha Cinachyrella apion ( MEDEIROS et al., 2010), da ACL-I a lectina da esponja
marinha Axinella corrugata (DRESCH et al., 2008), da HOL-1 uma das lectinas da esponja
marinha Halichondria okadai ( KAWAGISHI et al., 1993), e da lectina da esponja marinha
Pellina semitubulosa (ENGEL et al., 1992).
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3.2 Sumério de purificacao

A Tabela 2 apresenta o resultado das etapas utilizadas para a purificacdo da lectina
presente na esponja marinha Aaptos sp. (AL). O material oriundo da cromatografia de excluséo
molecular apresentou uma purificacéo de 117,3 vezes, com incremento na atividade especifica
de 10.667. A CMA, definida como a concentragdo minima de proteina capaz de causar
aglutinacdo dos eritrocitos, decresceu de 283,4 do extrato bruto para 0,09 pg.mL?. O
rendimento da lectina purificada foi de 0,5% em relacdo a concentracdo de proteina no extrato

total.

Tabela 2 — Tabela de purificacdo da lectina presente na esponja marinha Aaptos sp.

Fracies []1de Vo.. UHmL Proteina UH  Afividade Rendimente Purificacio Rendimento CMA

Proteina  (mL) total  total especifica  Prot. (%) (x) Ativ. (%) (ng/mL)
(mgial) (mg) (UH/mg)
Extrato 1,1336 100 4 11336 400 352 100 1 100 2834
Pico 0332 30 32 176 1600 80.9 13 238 400 1
Goma de
Guar
Pico Gel 0,024 4 236 03576 6144 10667 0.5 173 1.536 0,09
Filtragio

Fonte:Autor.

Vaérios trabalhos na literatura evidenciam também o baixo rendimento das lectinas
isoladas de esponjas marinhas, como € o caso da HCL lectina da esponja marinha Haliclona
cratera que representa 0,04% das proteinas totais soltveis (PAJIC et al., 2002), e da H-1 uma
das lectinas isoladas da esponja marinha H. caerulea que representa 0,1% das proteinas totais
soltveis (CARNEIRO et al., 2012), embora algumas lectinas isoladas tenham apresentado
redimentos satisfatorios, como foi observado para as lectinas de H. manglaris (HMA) que
apresentou 1,8% das proteinas totais soltveis (CARNEIRO et al., 2015), e da H-3 uma das
lectinas isoladas esponja marinha H. caerulea que apresentou 2% das proteinas totais soluveis
(CARNEIRO et al., 2013).

3.3 Atividade hemaglutinante

A lectina foi capaz de aglutinar apenas eritrdcitos de coelho tanto na forma nativa

como tratados com enzimas proteoliticas (papaina e tripsina), ndo aglutinando eritrocitos
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humanos do grupo ABO, ndo tratados ou tratados com enzimas proteoliticas (Tabela 3). Porém,
a atividade hemaglutinante foi mais eficiente frente a eritrcitos de coelho que foram tratados
com papaina e tripsina. Em geral, a atividade hemaglutinante é potencializada quando as
heméacias sdo tratadas com enzimas proteoliticas, devido a combinacdo da remocdo de
sialoglicoproteinas e suas cargas negativas presentes na parede celular dos eritrocitos;
diminuicdo do impedimento estérico pela remocdo dos polipeptidios e exposicdo de
carboidratos e glicoconjugados ndo expostos na superficie dos eritrécitos (SAMPAIQO, 1997).

Carneiro et al. (2015) evidenciaram que a lectina purificada da esponja Haliclona
manglaris também aglutinou apenas eritrocitos de coelho com preferéncia por eritrocitos
tratados enzimaticamente com papaina e tripsina mas com preferéncia por eritrocitos de coelho
tratados com tripsina. A HGA-2 uma das lectinas isolada do pepino-do-mar Holothuria grisea
também aglutinou apenas eritrocitos de coelho com preferéncia por eritrocitos tratados com
tripsina (MELO et al., 2014).

Tabela 3 — Atividade hemaglutinante da lectina presente na esponja marinha Aaptos sp.

Eritrocitos de coelho AL (U.H/mL)
Nativo 64
Tripsina 256
Papaina 256

Fonte: Autor. Atividade hemaglutinante frente a diferentes eritrdcitos (contra eritricitos de coelho) nativos e
tratados com enzimas proteoliticas.

3.4 Inibicéo da atividade hemaglutinante

No estudo da inibicdo da atividade hemaglutinante AL foi inibida pelos agucares:
a-metil-D-galactopiranosideo, B-metil-D-galactopiranosideo, 4-nitro-fenil-a-D-galactosideo, O-
nitro-fenil-p-D-galactoside, a-lactose (Galpl->4a-Glu), melibiose (Galal->6Glu), fucose,
fenil-p-D-thiogalacopiranosideo, L-ramnose, GalNAc, ribose e pelas glicoproteinas mucina de
estdmago suino tipo Il e tipo 111 (Tabela 4). Este resultado nos sugere que AL é especifica a
galactosideos, por isso foi possivel utilizar a cromatografia de afinidade em goma de Guar como

passo de purificacdo da proteina. A maioria das lectinas de esponjas séo especificas a galactose
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e galactosideos (GARDERES et al., 2015; HANISCH et al., 1996; SCHRODER et al., 2003;
KAWSAR et al., 2008; UEDA et al., 2013).

AL também foi inibida pela glicoproteina mucina de estdmago suino, na literatura
outras duas lectinas de esponja também foram inibidas por mucina de estébmago suino, H-2
(CARNEIRO etal., 2012) e H-3 (CARNEIRO et al., 2013), ambas lectinas de esponja marinha

Haliclona caerulea.

Tabela 4 — Inibicdo da atividade hemaglutinante da AL por acucares e glicoproteinas.

Acucar CIM* (mM)

a-metil-D-galactopiranosideo 5
B-metil-D-galactopiranosideo 5
P-nitro-fenil-a-D-galactosideo 5
O-nitro-fenil-B-D-galactosideo 5
a-lactose (Galp1->4a-Glu) 25
Melibiose (Gala1>6Glu) 25
Fucose 25
Fenil-B-D-thiogalactopiranosideo 50
L-ramnose 50

GalNAc 50

Ribose 50

Glicoproteinas mg/mL
PSM tipo 111 0,015
PSM tipo Il 0,031

Fonte: Autor. *Concentragdo minima inibitéria

3.5 Eletroforese e estimativa da massa molecular

Através de SDS-PAGE, a massa molecular aparente da AL foi estimada em 21 kDa
sob condigdes redutoras e em 29 kDa sob condi¢des ndo redutoras (Figura 6), sugerindo que a

proteina trata-se de um dimero.
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De modo geral as lectinas de esponjas possuem como caracteristica baixo peso
molecular (GOMES FILHO et al., 2015). Dessa forma, podemos citar alguns exemplos de
lectinas de esponja marinha que apresentam baixo peso molecular em gel de eletroforese sob
condicdes redutoras assim como a AL: as lectinas da Aaptos papillata que apresentaram 12, 21
e 16 kDa (BRETTING et al., 1976), as lectinas da Axinella polypoides que exibiram 21 e 15
kDa (BRETTING; KABAT, 1976), as lectinas da Aplysina archeri e Aplysina lawnosa que
exibiram ambas 16 kDa (MIARONS; FRESNO, 2000), a lectina da Craniella australienses que
exibiu 18 kDa (XIONG et al., 2006), a lectina da Aplysina lactuca que exibiu 19 kDa
(CARNEIRO et al., 2017b).

Figura 6 — Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12% na presenca de SDS (SDS-PAGE).
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Fonte: Autor. SDS-PAGE 12%. Foram aplicados 20 pg de proteina em cada poco. Marcador molecular (MM)
(fosforilase B 97.000 Da, BSA 66.000 Da, ovalbumina 45.000 Da, anidrase carbdnica 29.000 Da, ovomucdide
21.000 Da, riboonuclease 13.700 Da e aprotinina 6.500 Da) , AL ndo reduzida (1), AL reduzida (2).

A massa molecular estimada através da cromatografia de exclusdo molecular em
coluna Biosuite ™ 250 HR SEC, acoplada a um sistema Acquity UPLC ™ (Waters Corp.) foi
de 12 kDa (Figura 7). Como podemos observar, a massa estimada por cromatografia de
exclusdo molecular diferiu da massa por SDS-PAGE, que foi de 21 kDa.

Outra lectina de esponja também exibiu valor de massa molecular em SDS-PAGE
maior do que o obtido por cromatografia de exclusdo molecular, é o caso da H-1 que apresentou
massa de 15 kDa estimada por gel filtracdo e massa de 40 kDa estimada por SDS-PAGE

(CARNEIRO et al., 2012). O autor de tal estudo sugeriu que o valor mais elevado de massa
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molecular observado em SDS-PAGE pode ser devido a natureza &cida ou glicoproteica das
lectinas. Durante SDS-PAGE, proteinas acidas ou glicoproteinas tendem a migrar mais

lentamente resultando em uma massa molecular aparente maior (CARNEIRO et al., 2012).

Figura 7 — Estimativa da massa molecular nativa por cromatografia de exclusdo molecular.
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Fonte: Autor. Cromatografia de exclusdo molecular em coluna BioSuite 250 5 um HR SEC (0,78 x 30 cm,
fluxo:0,4 mL/min ), equilibrada com tampdo TBS/CaCl, pH 7,6, volume aplicado de Aaptos: 500 pL. Curva de
calibragdo: (1) BSA, 66 kDa; (2) ovalbumina, 45 kDa; (3) anidrase carbdnica, 29 kDa; (4) tripsinigénio, 24 kDa e
(5) lisozima, 14 kDa.

3.6 Caracterizacao fisico quimica

3.6.1 Efeito do pH na atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinatne exibiu seu maximo quando o pH de reacdo foi 7,0
(Figura 8). Valores da atividade hemaglutinante em pH entre 4-6 levaram a observacdo da
hemolise dos eritrocitos, enquanto que nos pHs 8, 9 e 10 a atividade hemaglutinante foi reduzida
em 50% em relacdo ao pH 7. Os resultados mostraram que a lectina possui um 6timo de
atividade hemaglutinante em pH na faixa neutra mas que ainda permanece ativa na faixa
alcalina.

E comum encontrarmos na literatura lectinas isoladas de organismos marinhos que
apresentem um oOtimo de pH na faixa neutra-alcalina (PAJIC et al, 2002; KIM et al., 2005;
XIONG et al., 2006; MELO et al, 2014; FUJII et al., 2017). Tal fato ocorre por que o ambiente
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marinho possui um poderoso sistema tamponante baseado no equilibrio entre o gas carb6nico

dissolvido e o ion bicarbonato.

Figura 8 — Efeito do pH na atividade hemaglutinante da AL.
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Fonte: Autor. Porcentagem de hemaglutinagio em diferentes pH (4 ao 10).

3.6.2 Efeito da temperatura na atividade hemaglutinante

A proteina quando incubada em diferentes temperaturas apresentou comportamento
termolabil, perdendo totalmente sua atividade hemaglutinante a 40°C por uma hora (Figura 9).
AL mantém 100% da sua atividade hemaglutinante exclusivamente a 25°C.

Em geral, as lectinas isoladas de esponjas sdo termorresistentes (PAJIC et al., 2002;
DRESCH et al., 2008; UEDA et al., 2013; CARNEIRO et al., 2015; ), mas ha excessdes assim
como a AL, é o caso da HOL-II (KAWAGISHI et al., 1994) que perde sua atividade

hemaglutinante a 50°C.
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Figura 9 — Efeito da temperatura na atividade hemaglutinante da AL.

Fonte: Autor. Porcentagem de hemaglutinacdo em diferentes temperaturas (25°C a 100 °C).

3.6.3 Efeito de ions divalentes na atividade hemaglutinante

AL monstrou ser uma lectina dependente de calcio, pois o calcio foi o Unico ion
divalente capaz de recuperar a atividade hemaglutinante da proteina em meio contendo EDTA
100 mM. O EDTA é um composto organico que age como um quelante de ions metalicos, e no
estudo em questdo ele sequestra o célcio da lectina (AL) e a atividade hemaglutinante é perdida.

Lectinas dependentes de jons divalentes, especialmente o Ca?*, é um fato comum
em invertebrados marinhos (MELO et al., 2014; MOURA et al., 2006; MA et al., 2007).
Assim, varias lectinas de esponjas demonstraram dependéncia por calcio, como a lectina isolada
de Geodia cydonium (HANISCH et al., 1996), a Sd galectin 2 lectina da Suberites domuncula
(SCHRODER et al., 2003), a AaL lectina da Aplysina archeri ( MIARONS; FRESNO, 2000
), a AIL lectina da Aplysina lacunosa (MIARONS; FRESNO, 2000 ), a AvL lectina da
Aphrocallistes vastus (GUNDACKER et al., 2001), a CvL lectina da Cliona varians (MOURA
et al., 2006), a PsL lectina da Pellina semitubulosa (ENGEL et al., 1992), e a lectina da
Clathrina clathrus (GARDERES et al ., 2016).

Antigamente, a dependéncia por célcio era um fator que determinava a classificacéo
da lectina em tipo-C, mas ap0és varios estudos estruturais ficou evidente que as proteinas tipo C
possuem um dominio de reconhecimento a carboidrato caracteristico, formado por loop duplo

estabilizado por duas pontes de sulfeto altamente conservadas localizadas na base do segundo



46

loop (ZELENSKY; GREADY, 2005). Assim, as proteinas contendo um dominio lectinico do
tipo C (CTLD - C-type lectin like) se encaixam na familia tipo C. Dessa forma para classificar
qualquer lectina como tipo C inclusive a AL, sdo necessarios varios estudos estruturais, visto

que a dependéncia por calcio pode ser apenas um indicio.

3.6.4 Teor de carboidratos

Através da metodologia para determinacédo de carboidratos (DUBOIS et al., 1956)
foi observado que a lectina purificada de Aaptos sp. (AL) ndo se caracteriza como uma
glicoproteina. Assim, como outras lectinas de esponjas (PAJIC et al., 2002; KAWSAR et al.,
2008; MEDEIROS et al., 2010; CARNEIRO et al., 2017b).

3.7 Determinacdo da massa molecular através de espectrometria de massas

A massa molecular de AL, determinada por espectrometria de massas, foi de 13.655
+ 2 Da. Este resultado esta bastante préximo do valor da massa da lectina estimado por
cromatografia de exclusdo molecular (12.000 Da), mas diverge da massa molecular da lectina,
quanto estimada por SDS-PAGE, que foi de 21.000 Da.

Podemos encontrar outras lectinas de organismos marinhos que também mostraram
diferencas entre a massa molecular determinada por MS e a massa estimada por eletroforese,
como foi observado com a lectina isolada da esponja marinha H. caerulea (H-3) (CARNEIRO
et al., 2013), e as lectinas isoladas das algas marinhas vermelhas Hypnea cervicornis (HCA) e
Hypnea musciformis (HML) (NAGANO et al., 2005).

As divergéncias entre a massa molecular determinada por MS e a massa molecular
estimada por eletroforese, podem ser resultado das caracteristicas intrinsecas da proteina, como
pontes de sulfeto intracadeia, glicosilacdo ou fosforilacdo. Assim, estas caracteristicas podem

modificar a migracdo de uma proteina no gel de eletroforese. (CARNEIRO, 2013).



Figura 10 — Determinagéo da massa molecular da AL por MS.
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Fonte: Autor. Determinacdo da massa molecular de AL por MALDI. Espectro deconvoluido de AL. A lectina (10
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massas hibrido Synapt HDMS a um fluxo de 1 uL.min™,

3.8 Sequenciamento de aminoacidos através de espectrometria de massas sequencial

(MS/MS)

Os peptideos obtidos da digestdo da AL por tripsina foram submetidos ao
sequenciamento de aminodcidos, resultando em sequéncias que ndo apresentaram semelhanca
com proteinas conhecidas (Tabela 5), através de busca on-line utilizando BLAST no site do
NCBI. A inexisténcia de similaridade com outras lectinas impediu a classificacdo da AL em
familia de lectinas ja existentes, levando a possibilidade de que a lectina isolada de Aaptos sp.

possa vir a fazer parte de uma nova familia de lectinas.

Tabela 5 - Peptideos sequenciados da AL.

T
14000

16000

Nmmmmmmmwmwmwwv/\vm

19232.385

T
18000

miz

Peptideos m/z Sequéncia MM MM A

observada | calculada | (Da)
T1 702.3490 SLLVLQQNWFR 1402.6824 | 1402.7721 | 0.09
T2 792.0416 LTDKWYSLVPSLGHDTLSWR 2373.1013 | 2373.2117 | 0.11
T3 766.7069 | ALPPDGTVALVLFQHDTYQGR | 2297.0972 | 2297.1804 | 0.08
T3’ 785.7440 | ALPPDGTVALVLFQGHDTYQGR | 2354.2085 | 2354.2019 | -0.01
T4 723.8245 AVFFEHTYYNR 1445.6334 | 1445.6727 | 0.04
T4 480.8802 AVFYEHNQYNR 1439.6171 | 1439.6582 | 0.04

Fonte: Autor. Sequéncia dos peptideos obtidos da disgestdo com tripsina da lectina da esponja marinha Aaptos sp.
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3.9 Dicroismo circular

O espectro de Dicroismo Circular (DC) de AL nativa em UV-distante apresentou
absorcdo minima a 200 nm e absor¢cdo maxima a 250 nm (Figura 11). O efeito do EDTA na
estabilidade da molécula avaliado pela técnica DC, mostrou que ele ndo foi capaz de alterar a
estrutura secundaria da proteina, mesma a lectina tendo apresentado dependéncia por Ca2*
(Figura 12).

O Dicroismo Circular (DC) é uma técnica espectroscopica extensivamente usada
para estudar conformacdo e estabilidade de proteinas em diferentes condi¢bes, como por
exemplo, temperatura, forca ibnica, pH, presenca de solutos e/ou pequenas moléculas
(MURAKAMI; RULLER, 2016).

A estrutura secundaria tedrica da lectina AL é constituida de 28% de a-hélice, 26%
de folha-pB, e de 46% de regido randémica, de acordo com o método de previsdo CONTIN (VAN
STOKKUM et al,. 1990), disponivel online como parte do servidor DICROWEB
(http://dichroweb.cryst.bbk.ac.uk), evidenciando que ndo ha uma diferenca significativa entre

as conformacoes o-hélice e folha-p.

Figura 11 — Dicroismo circular da AL.

15

10

mDeg
o

-10
200 210 220 230 240 250

Comprimento de onda, nm

Fonte: Autor. Espectro DC da AL, UV-distante 200-250 nm. A concentragdo da proteina foi de 5 ug em TBS/CaCl,
pH 7,6.
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Figura 12 — Dicroismo circular da AL.
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Fonte: Autor. Espectro DC da AL, UV-distante 200-250 nm. A concentra¢do da proteina foi de 5 pg em
TBS/EDTA pH 7,6.

A técnica de DC ndo pode fornecer detalhes estruturais como outras de alta
resolucdo, como é o caso de cristalografia de raios X e ressonancia magnética nuclear (RMN),
mas pode fornecer uma boa estimativa da fragdo de residuos na estrutura que estdo envolvidos
em a-hélice, folha-p e/ou formagao desordenada. Muitos métodos (CONTIN-CD, SELCON,
DICHROWEB, DICROPROT, K2D2) tém sido desenvolvidos para predizer estrutura
secundaria de proteinas através do espectro de DC. Esses métodos estabelecem metodologias
de estatistica que usam combinacfes do espectro de DC da proteina alvo com proteinas que
possuem estrutura terciaria conhecida (MURAKAMI; RULLER, 2016).

3.10 Ensaio de letalidade contra nauplios de Artemia sp

AL ndo mostrou efeito toxico contra nauplios de Artemia sp através da observacéao
de que todos os nauplios permeneceram vivos apds inoculacdo com a lectina em varias
concentragoes.

Assim como a lectina AL, a lectina HMA isolada da esponja marinha H. manglaris
ndo apresentou letalidade contra nauplios de Artemia na fase instar 1l (CARNEIRO et al.,
2015).

O ensaio de letalidade em artémia é atil como um teste preliminar da toxicidade

potencial de moléculas biologicamente ativas (MELO, 2013).
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3.11 Inibic&o da formagéo de biofilmes bacterianos

A capacidade de lectinas isoladas de organismos marinhos de inibir a formacéo do
biofilme bacteriano vém sendo relatada em varios trabalhos, como foi observado para as
lectinas das algas marinhas Bryothamnion seaforthii (BSL) e Hypnea musciformis (HML) que
inibiram a formacao do biofilme da bactéria Gram positiva Staphylococcus aureus onde a BSL
foi capaz de reduzir o biofilme em todas as concentracfes e a HML reduziu apenas nas maiores
concentracdes, em relacdo a bactérias Gram negativas BSL e HML reduziram em diferentes
potenciais o crescimento de biofilme da bactéria Klebsiella oxytoca (VASCONCELOS et al.,
2014), ja a lectina presente nos ovos da Aplysia dactylomela (ADEL) inibiu a formagéo do
biofilme apenas da bactéria Staphylococcus aureus (CARNEIRO et al., 2017a) e a lectina da
esponja marinha Aplysina lactuca (ALL) inibiu a formacdo tanto do biolfilme da bactéria
Staphylococcus aureus como da Escherichia coli (CARNEIRO et al., 2017b).

Entretanto, no presente trabalho de pesquisa foi evidenciado que AL néo foi capaz
de reduzir a biomassa do biofilme das bactérias Gram-positivas Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermides e nem da bactéria Gram-negativa Escherichia coli (Figura 13) e
AL também ndo interferiu no crescimento planctdnico das bactérias testadas.

Os mecanismos pelos quais as lectinas exercem a sua atividade ndo estdo bem
descritos, mas acredita-se que a sua atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas ocorre através de interac@es entre a lectina com componentes da parede celular
bacteriana, incluindo &cidos teicoico e teicurdnico, peptidoglicanos e lipopolissacarideos
(PAIVA et al., 2010). Essa interacdo s6 é possivel devido a habilidade das lectinas em
reconhecer e interagir com carboidratos especificos.

Os biofilmes sdo comunidades microbianas complexas, estabelecidas em uma
ampla variedade de superficies que estdo associadas a uma matriz extracelular composta por
varios tipos de biopolimeros derivados do metabolismo bacteriano (ABEE et al., 2011). Os
biofilmes formam estruturas complexas e estudos mostram que eles sdo mais resistentes a
antibiéticos do que os micro-organismos na forma planctdnica, assim o0s tratamentos
terapéuticos contra biofilme sdo mais dificeis e limitado (VASCONCELOS, 2013). Por isso, é
tdo importante encontrar novos compostos, como por exemplo, as lectinas, que possam atuar

como inibidores e também destruir a formacéo do biofilme bacteriano.
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Figura 13 — Formagéo do biofilme bacteriano na presenca de AL em diferentes concentragdes (ug.mL™1).
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Fonte: Autor. * p <0,05 comparado com o controle.

Apos incubacéo dos micro-organismos com a lectina por 24 horas, o nimero de
celulas foi avaliado e expresso o numero total de unidades formadoras de coldnias por mililitro
(UFC/mL) (Figura 14). Podemos observar que houve uma reducdo no numero de células viaveis
em todas as concentracdes da lectina apenas na bactéria Gram-positiva Staphylococcus
epidermides.

Mesmo a lectina AL ndo reduzindo a biomassa do biofilme bacteriano, ela foi capaz
de reduzir o niamero de células viaveis da bactéria Staphylococcus epidermides.

As lectinas BSL e HML também foram capazes de reduzir moderadamente o
numero de células viaveis, mas da bactéria Staphylococcus aureus (VASCONCELOS et al.,
2014), a lectina ADEL também reduziu o numero de células vidveis da bacteria Staphylococcus

aureus principalmente nas concentragdes mais elevadas (CARNEIRO et al., 2017a). Ja a lectina
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ALL foi capaz de reduzir o nimero de células vidveis tanto da Staphylococcus aureus como da
Escherichia coli (CARNEIRO et al., 2017b).

Figura 14 — Efeito da lectina em diferentes concentracdes no nimero de células vidveis expresso em unidades
formadoras de col6nias por mililitro (UFC.mL™).
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Fonte: Autor. * p <0,05 comparado com o controle.

Como dito anteriormente, as lectinas sdo moléculas importantes dessa forma é
necessario mais investigacdes das suas funcdes fisioldgicas, e do seu potencial como
moléculas/ferramentas para novas aplicagdes biotecnoldgicas e médicas. E a descoberta de
novas lectinas de esponjas é fundamental para que os estudos se intensifiguem e que mais

funcdes fisiologicas e bioldgicas sejam descobertas.
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4. CONCLUSAO

Uma nova lectina presente na esponja marinha Aaptos sp. foi purificada através da
combinacdo das cromatografias de afinidade em goma de Guar e exclusdo molecular. AL foi
caracterizada bioquimicamente e comporta-se como uma proteina dependente de calcio que
aglutina eritrécitos de coelho nativo e tratado com enzimas, é inibida por galactosideos, estavel
em pH neutro-alcalino e termolabil. Sua massa molecular determinada por MS foi de 13.655 +
2 Da, ndo apresentando similaridade de sequéncia com qualquer outra proteina conhecida. A
lectina é constituida de 28% de a-hélice, 26% de folha-B, ¢ de 46% de regido randomica. AL
ndo apresentou toxicidade contra nuplios de artemia e nem inibi¢do da formacéo do biofilme,
mas foi capaz de reduzir o nimero de células viaveis da bactéria Staphyloccocus epidermidis.

Outros estudos podem ser realizados no sentido de se descobrir mais sobre a

estrutura priméria e terciaria da proteina AL.
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