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RESUMO

As esponjas sdo 0s animais aquaticos mais primitivos do planeta e nas Gltimas décadas tém se
destacado na area biotecnologica por produzirem uma variedade de moléculas com
caracteristicas estruturais Unicas e apresentarem potencial para fornecer futuros medicamentos
contra doencas humanas, dentre as moléculas produzidas estéo as lectinas, que sdo proteinas
ou glicoproteinas de origem ndo imune capazes de ligar-se reversivelmente a carboidratos
sem alterar sua estrutura. O objetivo desse trabalho foi purificar, caracterizar
bioquimicamente e estruturalmente lectinas presentes em duas esponjas encontradas no litoral
cearense, Haliclona (Reniera) implexiformis e Aplysina fistularis, e a partir do isolamento
avaliar seu potencial antibacteriano contra cepas patogénicas. Ambas lectinas foram
purificadas em matriz de Sepharose™ e denominadas HiL (Haliclona implexiformis lectin) e
AfiL (Aplysina fistulares lectin). HiL apresentou atividade hemaglutinante e foi inibida
principalmente por galactosideos e PSM (mucina de estdmago suino), sendo mais ativa em
pH alcalino com resisténcia em pH &cido e ndo sofreu total desnaturacdo em temperaturas de
até 60°C. Os resultados predizem que a lectina é um dimero ligado por ligacdes dissulfeto
com massa molecular média de 35.876 + 2Da e com predominancia de conformagdo B. A
estrutura priméaria de HiL foi parcialmente determinada e ndo apresentou semelhanga com
qualquer proteina. HiL mostrou reducdo significativa no nimero de células viaveis de
biofilmes de Staphylococcus e foi capaz de causar aglutinacdo de S. aureus. J& em relacdo a
AfiL, houve inibicdo da atividade hemaglutinante por derivados de galactose com ligacédo do
tipo Galpl—4 e PSM. A lectina mostrou-se ativa em pH alcalino, resistente a temperaturas de
até 80°C, massa estimada de 224 kDa na conformacdo nativa, e apresentou estrutura
secundaria predominante de conformagao P e estruturas desordenadas. A estrutura primaria de
AfiL foi parcialmente determinada, ndo apresentou semelhanca com nenhum membro das
familias de lectina animal, no entanto, mostrou 33,33% de identidade e 69,26% de
similaridade com uma proteina putativa codificada no genoma da esponja marinha
Amphimedon queenslandica. AfiL inibiu a formag&o do biofilme de cepas de bactérias gram-
negativas e gram-positivas, causou também efeito bacteriostatico em cepas de S. aureus
resistentes a meticilina e tetraciclina. Assim, duas novas lectinas de esponjas marinhas foram
descobertas, caracterizadas e constatado seu potencial antibacteriano, fazendo-se importante

para o avanco biotecnoldgico dos recursos naturais marinhos com potencial biomédico.

Palavras-chave: poriferos; proteina; purificagdo; estrutura; antibacteriano.



ABSTRACT

Sponges are the most primitive aquatic animals on the planet and in recent decades they have
stood out in the biotechnological area for producing a variety of molecules with unique
structural characteristics and presenting the potential to provide future medicines against
human diseases, among the molecules produced are lectins, which are proteins or
glycoproteins of non-immune origin capable of reversibly binding carbohydrates without
altering their structure. The objective of this work was to purify, biochemically and
structurally characterize lectins present in two sponges found in the coast of Ceara, Haliclona
(Reniera) implexiformis and Aplysina fistularis, and from the isolation evaluate their
antibacterial potential against pathogenic strains. Both lectins were purified on a Sepharose™
matrix and named HiL (Haliclona implexiformis lectin) and AfiL (Aplysina fistulares lectin).
HiL showed hemagglutinating activity and was inhibited mainly by galactosides and PSM
(porcine stomach mucin), being more active at alkaline pH with resistance at acidic pH and
did not undergo total denaturation at temperatures up to 60°C. The results predict that the
lectin is a disulfide-linked dimer with an average molecular mass of 35,876 + 2Da and with a
predominance of 3 conformation. The primary structure of HiL was partially determined and
showed no similarity to any protein. HiL showed a significant reduction in the number of
viable Staphylococcus biofilm cells and was able to cause S. aureus agglutination. In relation
to AfiL, there was inhibition of the hemagglutinating activity by galactose derivatives with
GalB1—4 and PSM binding. The lectin was active at alkaline pH, resistant to temperatures up
to 80°C, estimated mass of 224 kDa in the native conformation, and presented a predominant
secondary structure of p conformation and disordered structures. The primary structure of
AfiL was partially determined, it showed no similarity with any member of the animal lectin
families, however, it showed 33.33% identity and 69.26% similarity with a putative protein
encoded in the genome of the marine sponge Amphimedon queenslandica. AfiL inhibited the
biofilm formation of strains of gram-negative and gram-positive bacteria, and also caused a
bacteriostatic effect on methicillin- and tetracycline-resistant S. aureus strains. Thus, two new
lectins from marine sponges were discovered, characterized and verified their antibacterial
potential, making it important for the biotechnological advance of marine natural resources

with biomedical potential.

Keywords: porifera; protein; purification; structure; anti-bacterial.
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1 INTRODUCAO

1.1 Poriferos: caracteristicas gerais

O filo Porifera compreende os animais invertebrados mais antigos do planeta,
informalmente chamados de esponjas. Estes possuem varias cores, formas e tamanhos,
variando de milimetros a metros de comprimentos e largura. Apesar de serem organismos
multicelulares, apresentam pouca diferenciacdo tecidual e uma organizacdo celular muito
simples caracterizada por uma morfogénese continua (MANCONI; PRONZATO, 2015;
PECHENIK, 2016).

Esses organismos sdo encontrados em regifes tropicais, temperadas e polares,
habitando quase todos 0s oceanos e aguas continentais. A distribuicdo vertical varia de recifes
rasos a grandes profundidades (PECHENIK, 2016).

As esponjas s80 animais sésseis e uma caracteristica marcante € a capacidade de
filtragem. Possuem um sistema aquifero dotado de células flageladas capazes de gerar
correntes de dgua que atravessa seus poros, carreando uma grande variedade de particulas
utilizadas para sua alimentacdo. Além de garantir funcbes nutritivas, o sistema aquifero esta
envolvido também em outras funcBes fisiol6gicas vitais, como reproducdo e excrecao
(HESTETUN; TOMPKINS-MACDONALD; RAPP, 2017).

As esponjas sdo desprovidas de cavidade digestiva e gbnadas, e apesar da falta de
neurdnios e musculos, elas tém a capacidade de reagir a mudancas ambientais (MANCONI;
PRONZATO, 2015).

Do ponto de vista ecoldgico, sdo refugios vivos para uma grande variedade de
organismos, além de realizarem simbiose com microrganismos autotréficos que atua na
produtividade primaria dos oceanos. Contribuem para formacao de sedimentos apds sua morte,
por possuirem um esqueleto silicoso e limpam grandes quantidades de agua interceptando
matéria organica particulada e dissolvida. No ciclo alimentar, as esponjas tém a funcao de
fornecer alimento para diversos tipos de peixes e tartarugas (MANCONI; PRONZATO, 2015;
PECHENIK, 2016).

Atualmente este filo estd dividido em 4 classes (Demospongiae, Calcarea,
Homoscleromorpha e Hexactinellida), 25 ordens, 128 familias e 680 géneros. EXistem
aproximadamente 9.442 espécies validas, sendo cerca de 600 espécies encontradas no Brasil.
(DE VOOGD et al., 2021; MURICY, 2021). Desse total, sdo catalogadas 494 espécies
pertencentes a classe Demospongiae apresentando grande distribuicdo na regido nordeste e
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sudeste da costa brasileira. Ao contrario das outras classes de esponjas, cujos membros sao
todos marinhos, alguns membros da classe Demospongiae podem ser encontrados em aguas
continentais (MURICY, 2021; PECHENIK, 2016).

1.2 Produtos naturais de esponjas marinhas

Nas ultimas décadas, a quimica de produtos naturais derivados de esponjas
marinhas tornou-se foco de pesquisa na area biotecnoldgica e a busca por esses compostos
aumentou consideravelmente (Figura 1). Isto é devido em grande parte, ao crescente
reconhecimento desses organismos como fonte de compostos com potencial farmacéutico e
biomédico para combater microrganismos causadores de doencas humanas e outras
enfermidades (CARROLL et al., 2019; VARIJAKZHAN et al., 2021 ).

Figura 1- Publicacdo de trabalhos académicos e patentes sobre a
descoberta de compostos derivados de esponjas marinhas
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Fonte: VARIJAKZHAN et al., 2021. Publicacdo de trabalhos académicos e patentes que
relataram a descoberta e/ou aplicagBes de compostos bioativos derivados de esponjas
marinhas recuperados de https://www.lens.org/ usando palavras-chave “esponja marinha”
e “compostos bioativos”.

Em 1950 os nucleosideos espongotimidina e espongouridina, isolados da espoja
marinha Tectitethya crypta, deram o passo inicial para despertar o interesse de industrias

farmacéuticas e pesquisadores pela busca por moléculas extraidas de esponjas e outros
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organismos marinhos. Com o passar dos anos, essa busca por novos compostos produzidos
pelos poriferos aumentou consideravelmente, como observado no levantamento realizado por
Varijakzhan e colaboradores (2021).

O espongotimidina e espongouridina formaram a base para a sintese do primeiro
agente antiviral adenina-arabinosideo (ara-A), utilizado até os dias atuais para o tratamento de
Herps simplex e Herps zoster, e 0 anticancer citosina-arabosideo (ara-C), utilizado atualmente
no tratamento de pacientes com leucemia e linfoma, comercializados como Vidarabina® e
Citarabina®, respectivamente (VARIJAKZHAN et al., 2021).

Em 2010, o anélogo do poliéter macrocilico halicondrina B e o antineoplasico
mesilato de eribulina Halaven® extraidos da esponja Halichondria okadai, passaram a ser
utilizados para o tratamento do cancer de mama metastatico. Um outro fArmaco aprovado para
0 uso clinico em 2015 foi o analogo sintético da psammaplina A, Panobinostat (Farydak®),
indicado a portadores de linfoma e isolado da esponja marinha Psammaplysina sp. (EL-
DEMERDASH et al., 2019; MOORE, 2016).

Vérias outras substancias oriundas de esponjas estdo em fases de testes clinicos e
pré-clinicos, como por exemplo: o geodisterol sulfato um peptideo antifingico de Topsentia
sp., e 0 &cido homogentisico de Pseudoceratina sp., ambos para o tratamento contra a maléria.
Dysidina e Dysideamina, ambos terpenos isolados de Dysidea sp., que agem contra o diabetes
e doencas do sistema nervoso e Hymenidina um alcaloide de Axinella sp. utilizado no
combate a tuberculoses (GIANNINI et al., 2001; LEBOUVIER et al., 2009; MALVE, 2016;
SUNA et al., 2009; ZHANG et al., 2012).

Um outro fato que chama a atengdo é a variedade quimica de novos compostos
descobertos com grande potencialidade para o desenvolvimento de novos medicamentos.
Dentre muitos isolados estdo: nucleosideos, esterois, alcaldides, acidos graxos, glicolipidios,
derivados de aminodcidos, peptideos e proteinas (lectinas). Essas moléculas apresentam
diversas atividades farmacoldgicas como anticancer, antifingico, antiviral, anti-helmintico,
antiprotozoario, anti-inflamatorio, agente modulador, imunossupressor e neurossupressor
(ANJUM et al., 2016; CARROLL et al., 2019; ERCOLANO; DE CICCO; IANARO, 2019).
Em meio a esses compostos, as lectinas de esponjas tém se destacado devido seu potencial
biomédico (GARDERES et al., 2015).

A lectina de Chondrilla nucula demonstrou retardar o desenvolvimento do virus
HIV-1 (SCHRODER et al., 1990). A lectina isolada de Cinachyrella sp. produziu efeito
modulador em receptores de glutamato (UEDA et al., 2013). A lectina presente em Haliclona

caerulea (H-3) e de H. manglares (HMA) exibiram efeito antioxidante contra a oxidagéo e
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branqueamento do B-caroteno e na quelacdo de ions ferrosos (CARNEIRO et al., 2013g;
CARNEIRO et al., 2015). H-3 também foi capaz de induzir a apoptose de células de cancer
de mama humano da linhagem MCF7 (DO NASCIMENTO-NETO et al., 2018).

Lectinas isoladas de A. fulva (AFL) e Aplysina lactuca (ALL) mostraram efeitos
antibacterianos contra bactérias gram-negativa e gram-positiva (CARNEIRO et al., 20173;
CARNEIRO et al., 2019). A lectina de A. cauliformis, ACL, e a CCL, de Chondrilla
caribensis, causaram aglutinacdo de células bacterianas (MARQUES et al., 2018; VIANA,
2021). CCL também apresentou atividade leishmanicida (SOUSA et al., 2021).

1.3 Aspectos gerais de lectinas de esponjas marinhas

Por definicdo, as lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune que
se ligam reversivelmente a carboidratos sem alterar a estrutura dos mesmos (VASTA,
AHMED, 2009). Muitas sdo encontradas em animais e sua principal funcéo esta relacionada a
imunidade inata. Elas atuam na defesa direta, reconhecimento e trafico dentro do sistema
imunoldgico, na regulacdo imune e prevencdo autoimune (KILPATRICK, 2002).

No que concerne a funcgdes fisioldgicas das lectinas conferidas as esponjas estdo o
seu envolvimento na morfogénese e interagdes celulares, espiculogénese, defesa ou

comunicagdo com microrganismos associados (Figura 2) (GARDERES et al., 2015).

Figura 2- Lectinas envolvidas na interacdo célula-célula e na interacdo molecular durante o
processo de espiculogénese
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Dentre outras fungdes, em animais, essas proteinas podem estar envolvidas na
embriogénese, desenvolvimento de larvas e mediacdo de simbiose entre o hospedeiro e seu
simbionte (KITA et al., 2015; MOTOHASHI et al., 2017).

Podem atuar também como mediadores de reconhecimento e comunicacgéo celular,
ativar células através de diferentes vias de sinalizacdo intracelular, interagir com diversas
moléculas dos fluidos bioldgicos e serem capazes de decodificar informacgdes contida no
glicocédigo (SHARON; LIS, 2004).

As lectinas de animais séo classificadas estruturalmente em familias. Atualmente
existem pelo menos 19 familias de lectinas identificadas, sdo elas: Lectinas do tipo-C, -F, F-
Box, -H, -I, -L, -M, -P, -R, -S, -X, tipo Quitinase, Anexinas, Calnexina e Calreticulina,
Ficolina, Pentraxina, Tachylectinas e Lectinas Ligantes de Ramnose. Todas sdo classificadas
com base em sua estrutura primaria, especificidade a carboidratos e funcdo (CARNEIRO,
2013).

Atualmente a literatura relata 44 lectinas isoladas de esponjas, todas pertencentes
a classe Demospongie, com excecdo de uma lectina isolada de Aphrocallistes vastus, da classe
Hexatinelida e uma isolada de Clathrina clathrus, da classe Calcarea. Essas lectinas
geralmente incluem-se nas familias das lectinas do tipo C, Tachylectinas ou tipo S
(galectinas) e 24 ndo se encaixam em nenhum desses grupos (CARNEIRO et al., 2019;
GARDERES et al., 2015; GARDERES et al., 2016; VIANA, 2021).

A familia das lectinas do tipo C possui dominio lectinico do tipo C (CTLDs), este
¢ caracterizado por apresentar uma alca dupla, estabilizado por interacGes hidrofdbicas,
polares e por duas pontes dissulfeto no segundo loop, conservadas em sua base (ZELENSKY;
GREADY, 2005). A lectina de Aphrocallistes vastus (AVL) pertence a esse grupo e sua
expressao exodgena em ratos mostrou atividade anticancerigena (WU et al., 2019).

A familia das Tachylectinas é caracterizada por seis repeticdes internas em
tandem com habilidade de ligar-se a lipopolissacarideos (LPS) bacterianos (KILPATRICK,
2002). A lectina Sd extraida de Suberites domuncula compartilhou alta semelhanca de
sequéncia com a lectinas L6 do caranguejo ferradura Tachypleus trunculus (SCHRODER et
al., 2003).

A familia das lectinas do tipo S, também chamadas de Galectinas, é especifica a
residuos de galactosideos. Estdo divididas em 3 subfamilias com base em sua estrutura:
prototipo, tipo tandem e tipo quimera (SEYREK; RICHTER; LAVRIK, 2019)

As galectinas prototipo, que apresentam um unico Dominio de Reconhecimento

de Carboidrato (CRD) por polipeptideo e geralmente formam dimeros, sdo representadas por
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Gal-1, -2, -5, -7, -10, —11, —13, — 14 ¢ —16, enquanto que as galectinas do tipo repeticdo em
tandem, exibem dois CRDs em tandem, representados por Gal-4, -6, -8, -9 ¢ — 12 e
finalmente as galectinas do tipo quimera, onde o CRD é fundido a outro dominio néo lectinico,
pode gerar oligbmero e é representado por Gal-3 (Figura 3) (SEYREK; RICHTER; LAVRIK,
2019).

Figura 3- Classificacdo de galectinas

Prototipo Tipo Tandem Tipo Quimera
Galectina-1,2,5,7,10,11, Galectina - 4,6, 8,9, 12 Galectina - 3
13,14,15,16 ,
Monoémero Dimero Monémero Dimero Mono6mero Oligomero

Quimera ﬁ I
Tembrana celula ) 4 A Membrana celular

Fonte: Adaptado de SEYREK, RICHTER & LAVRIK, 2019.

Prototipo

Por meio de seus CRDs, as galectinas podem interagir com carboidratos a base de
poli-N-acetilactosamina (Gal-p(1-4)-GIcNAc, LacNAc) presentes em proteinas, lipidios ou
outras moléculas (SEYREK; RICHTER; LAVRIK, 2019).

As galectinas encontradas em esponjas podem criar grandes complexos
moleculares na presenca de calcio e apresentam uma grande afinidade por acucares contendo
N-acetil-galactosamina (GalINAc) (GARDERES et al., 2015). As lectinas CchG 1 e CchG 2
de Cinachyrella sp. mostraram alta afinidade por GalNAc e apresentaram uma estrutura tipica
de prototipo. Essa lectina possui potencial efeito modulador em receptores de glutamato de
mamiferos o que sugeriu desempenhar um papel importante no sistema nervoso central
(UEDA et al., 2013). A CCL de Chondrilla caribensis mostrou possuir uma estrutura tipica
de galectina, que consiste em um B-sanduiche, exibindo aglutinacdo de células bacterianas e

apresentou potencial antitumoral e leishmanicida (SOUSA et al., 2021).
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Gardéres et al. (2015) propuseram agrupar as lectinas que ndo se encaixem nas
familias acima nos seguintes grupos: lectinas contendo ponte de dissulfeto intracadeia,
lectinas de ligacdo a mucina, lectinas de ligacdo a N-acetil-D-glucosamina/N-acetil-D-
galactosamina e grupo diversos.

As lectinas isoladas de Axinella polypoides (ApL I e ApLIl) possuem uma ligagéo
dissulfeto intracadeia, importante para estabilidade e atividade de ligagdo com os carboidratos
(BUCK et al., 1998). A atividade hemaglutinante de H-3 e H-2 foi inibida por mucina do
estdmago porco (CARNEIRO et al., 2013a; CARNEIRO et al., 2013b). A AcL I, uma lectina
de A. corrugata, mostrou alta afinidade a carboidratos N-acetilados, como N-acetil-D-
galactosamina, mas ndo se ligou a galactose simples (DRESCH et al., 2008).

1.4 Biofilmes e potencial antibacteriano de lectinas de esponjas

Apesar do grande nimero de agentes antibacterianos disponiveis comercialmente
com um amplo espectro, as bactérias frequentemente desenvolvem fatores de viruléncia
relacionados a resisténcia antimicrobiana, sendo um deles a formacéao de biofilme (COELHO
et al., 2018). Esse tem se tornado um grande problema médico devido a falha dos antibi6ticos
em elimina-los com sucesso, e por ser um importante fator de viruléncia, uma vez que o
sistema imunoldgico nem sempre é capaz de erradica-los (VILA et al., 2016).

A formacdo de biofilme ocorre em quatro estagios principais: fixacdo bacteriana a
uma superficie, formacdo de microcolénia, maturacdo do biofilme e dispersdo de bactérias,
onde estas podem entdo colonizar novas areas (CROUZET et al., 2014).

Inicialmente, as células em estado planctdnico aderem-se a uma superficie bidtica
ou abidtica, passam por mudancas fisicas que envolvem regulacdo negativa da motilidade,
enguanto regulam positivamente a producdo de uma matriz extracelular complexa composta
de exopolissacarideos, DNA e proteinas, onde 14 amadurecem. Essa matriz desempenha um
papel fundamental, formando um arcabouco interativo para apoiar a arquitetura do biofilme e
facilitar a comunicagdo célula-célula (Figura 4) (MAUNDERS; WELCH, 2017; KOO et al.
2017).
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Figura 4 — Formagao do biofilme bacteriano
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bactérias.

O biofilme pode alcancar maior resisténcia aos antibiéticos por meio beta-
lactamases (enzimas degradantes de antibi6ticos), bombas de efluxo e certos produtos génicos
cuja expressdo € alterada pelo Quorum Sensing em resposta ao estresse bacteriano
(KIRMUSAOGLU, 2017; MAUNDERS; WELCH, 2017).

Algumas estratégias terapéuticas sdo utilizadas para reduzir a formacgdo do
biofilme, dentre elas: modificar a estrutura de aderéncia (inibicdo inespecifica), bloquear ou
inibir a sintese de adesinas (inibicdo especifica), bloquear seu processo de maturacao por vias

de sinalizaces e realizar uma acédo direta sobre os componentes da matriz. Este ultimo com o
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objetivo de enfraquecer os biofilmes ja formados (Figura 4) (BELOIN et al., 2014).

Algumas lectinas de esponja exibem atividade sob a formagdo de biofilmes
formados por bactérias gram-negativas e gram-positivas. Ndo se sabe ao certo em que
mecanismo as lectinas atuam para inibir ou reduzir a formacdo de biolfimes, mas dados
evidenciam seu potencial biotecnolégico como possivel ferramenta terapéutica (CARNEIRO
et al.,, 2019; MARQUES et al., 2018). Além de atuarem sob a formacdo de biofilmes,
algumas causam aglutinacdo direta em determinadas cepas patogénicas, papel este realizado
por anticorpos (JEMILOHUN; ADEYANJU; BELLO, 2017).

A CCL de Chondrilla caribensis foi capaz de aglutinar Staphylococcus aureus, S.
epidermidis e Escherichia coli e reduzir a biomassa total do biofilme por elas produzido
(MARQUES et al.,, 2018). A CvL isolada de Cliona varians apresentou atividade
antibacteriana, inibindo 90% do crescimento de Bacillus subtilis e S. aureus (MOURA et al.,
2006). Ja Sd isolada de Suberites domunculadis possuiu um efeito antibacteriano mais efetivo
contra as bactérias da espécie E. coli do que contra S. aureus (SCHRODER et al., 2003). A
lectina isolada de Aplysina lactuca (ALL) aglutinou células bacterianas S. aureus e E. coli e
reduziu significativamente a biomassa de ambos os biofilmes bacterianos (CARNEIRO et al.,
2017a). AFL de A. fulva reduziu a biomassa de biofilme de S. aureus, S. epidermidis e E. coli.
A lectina afetou também o nimero de células viaveis destas bactérias (CARNEIRO et al.,
2019).

Como observado, a maioria das bactérias destacadas nos ensaios com lectinas de
esponjas pertencem ao género Staphylococcus. Este possui uma camada espessa de
peptideoglicano, acidos teicdicos e fosfato, e sdo microbiologicamente caracterizados como
gram-positivos (TONG et al., 2015; WIDERSTROM, 2016).

O S. aureus é uma espécie perigosa que pode causar graves infeccdes,
particularmente em pessoas debilitadas por doencas cronicas, lesbes traumaticas, queimaduras
ou imunossupressao e € também um dos principais responsaveis por infec¢fes hospitalares de
feridas cirdrgicas e, com S. epidermidis, causam infeccGes associadas a dispositivos medicos
implantados (sondas, préteses articulares, dispositivos cardiovasculares e valvulas cardiacas
artificiais) (TONG et al., 2015; WIDERSTROM, 2016).

A bactéria E. coli, também se destaca em testes com lectinas. E uma bactéria
gram-negativa, possui uma fina camada de peptideoglicano no espaco periplasmatico e uma
membrana externa que contém lipopolissacarideos (LPS). Sdo amplamente estudadas e
isoladas com maior frequéncia em laboratorios de microbiologia clinica por ser um dos

principais patogenos causadores de infeccOes da corrente sanguinea e infecgdes do trato
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urinario. Apesar de ser um comum habitante do trato gastrointestinal humano, apresentam
enteropatogénicidade, além de infectar sitios extraintestinais e causar, por exemplo, meningite,

infeccdes na pele e respostas inflamatdrias sistémicas (VILA et al., 2016).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Purificar, caracterizar bioguimicamente e estruturalmente lectinas presentes em
Haliclona (Reniera) implexiformis e Aplysina fistularis, esponjas marinhas coletadas no

litoral cearense, e avaliar seu potencial antibacteriano.

2.2 Objetivos especificos

e |solar as lectinas presentes nos extratos de Haliclona (Reniera) implexiformis e Aplysina
fistularis;

e Caracterizar as lectinas quanto as suas propriedades bioquimicas avaliando os efeitos de
pH, temperatura e dependéncia de ions metalicos na atividade hemaglutinante;

e Determinar suas massas moleculares;

e Avaliar a especificidade de ligacdo a carboidratos e glicoproteinas;

e Quantificar a estrutura secundaria por Dicroismo Circular;

e Determinar a sequéncia de aminoacidos por sobreposic¢do de peptideos sequenciados por
espectrometria de massas (MS/MS);

e Auvaliar o efeito antibacteriano das lectinas sobre bactérias patogénicas humanas.
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3 NOVA LECTINA ISOLADA DA ESPONJA TROPICAL Haliclona (Reniera)
implexiformis (HECHTEL, 1965) COM POTENCIAL ANTIBACTERIANO

3.1 Introducao

As esponjas marinhas sdo organismos multicelulares, sésseis e filtradores,
pertencentes ao filo Porifera, o0 mais antigo dos Metazoarios (PECHENIK, 2016). O género
Haliclona, pertence a familia Chalinidae e abriga organismos com morfologia simples e
variavel, de multipla consisténcia, incluindo formas eretas, de tubo e ramificadas, macias e
frageis, firmes e elasticas (FROMONT; ABDO, 2014). Esta subdividido em sete subgéneros:
Flagellia, Gellius, Halichoclona, Haliclona, Soestella, Rhizoniera e Reniera (DE VOOGD et
al., 2021) e se destaca pela capacidade de sintetizar moléculas que combatem microrganismos
patogénicos e doencas humanas (BRASIL, 2010; GARDERES et al., 2015).

O subgénero Reniera contém a espécie Haliclona (Reniera) implexiformis. Essa
esponja pode ser encontrada na regido nordeste do Brasil, exibindo de 0,5 a 1,5 cm de
espessura, e apresentando uma consisténcia fragil ou firme, suave ou compressivel. Sua
coloracdo vai do roxo ao violeta rosado e vivem em recifes de arenito ou em pocas de marés
(BISPO; CORREIA; HAJDU, 2016; SANTOS, 2016).

De todas as lectinas extraidas de espojas marinhas, o género Haliclona é o que
apresenta 0 maior nimero de lectinas ja isoladas. Até o momento, seis lectinas foram
purificadas: HL de Haliclona sp. (MEBS; WEILER; HEINKE, 1985), HCL de Haliclona
cratera (PAJIC et al., 2002), H1, H2 e H-3 de Haliclona caerulea (CARNEIRO et al., 2013a;
CARNEIRO et al., 2013b) e HMA de Haliclona manglaris (CARNEIRO et al., 2015). Dentre
essas lectinas, varias propriedades biologicas tém sido descritas, como prote¢ao do -caroteno,
efeitos citotdxicos contra nauplios de Artemia, células HeLa e FemX e a inducao de apoptose
e autofagia em células MCF7.

Nesse capitulo sera relatado o isolamento, as propriedades bioquimicas, a
especificidade de ligacdo a carboidratos, a aglutinacdo bacteriana e o efeito antibiofilme de

uma nova lectina denominada HiL (Haliclona (Reniera) implexiformis lectin).

3.2 Metodologia experimental

3.2.1 Material bioldgico
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Espécimes da esponja marinha Haliclona (Reniera) implexiformis (HECHTEL,
1965) foram coletadas em substratos rochosos, na zona entre marés da Praia do Pacheco,
Cearda, Brasil. Os exemplares foram transportados em caixas térmicas para o laboratorio e
armazenadas a -20°C para uso posterior. A espécie foi identificada, e um voucher foi
depositado (RG: UFPEPOR2691) no Departamento de Zoologia do Universidade Federal de
Pernambuco, Pernambuco, Brasil. Todas as coletas foram autorizadas através de nosso
cadastro no SISBIO (Sistema de Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade, ID: 33913-8).
O acesso ao patrimonio genético da esponja foi autorizado pelo registro no SISGEN (Sistema
Nacional de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado, ID:
A1792FE).

3.2.2 Extracao e purificacéo da lectina

Apos a coleta, as esponjas foram cortadas em pequenos pedacgos, maceradas e
homogeneizadas em tampdo Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM e CaCl, 20
mM (TBS-Ca?*) & uma proporc¢do de 1:2 (p/v). A mistura foi filtrada em tecido de néilon e
centrifugada por 20 min a 9000xg a 4°C. O sobrenadante, ou extrato bruto, foi coletado e
testado quanto a atividade hemaglutinante e proteinas totais soltveis pelo método de Bradford
(1976).

Em seguida, o extrato bruto obtido foi novamente centrifugado e submetido a
cromatografia de afinidade em coluna Sepharose™ 4B (1,0 cm x 6,0 cm) ativada com HCI
0,1 M, previamente equilibrada com o mesmo tampao de extracdo (TBS-CaCl,). As proteinas
néo ligadas foram lavadas com 0 mesmo tampao e a fracéo retida foi recuperada por meio de
eluicdo com galactose 0,3 M em TBS sendo monitoradas por espectrofotometria a 280 nm. As
fracdes que apresentaram atividade hemaglutinante foram reunidas, dialisadas contra agua
destilada, liofilizadas e armazenadas. A proteina isolada foi entdo denominada de HiL

(Haliclona implexiformis lectin).

3.2.3 Atividade hemaglutinante e teste de inibicdo da atividade

A atividade hemaglutinante foi realizada com eritrocitos humanos (A, B e 0),
obtidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Cearda (HEMOCE).
Para o ensaio, foram utilizados eritrocitos nativos e tratados com proteases

(tripsina e papaina). Para isso, os eritrocitos foram lavados 6 vezes com NaCl 150 mM e
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suspendidos na mesma solugdo a 3% de concentragcdo (v/v). Para o preparo de eritrocitos
tratados com digestdo enzimatica, as suspensdes foram incubadas com as proteases tripsina e
papaina (10 pg.mL™), por 1 hora, em temperatura ambiente. ApGs esse tempo, as suspensdes
foram lavadas como descrito anteriormente e o volume aferido com a solucéo salina, a fim de
obter novamente a concentragdo de eritrdcitos a 3% (v/v).

O ensaio de atividade hemaglutinante foi realizado em placas de microtitulagéo de
fundo V, aplicando 0 método da dupla diluicdo seriada conforme descrito por Sampaio e
colaboradores (1998), utilizando eritrocitos nativos e tratados. Primeiramente, foram
adicionados 50 pL de tampao TBS-CaCl, em cada pogo e 50 pL do extrato e de HiL diluida
serialmente, e em seguida, 50 uL das suspensoes de eritrocitos a 3%, previamente preparados.
As placas foram deixadas em repouso por 1 hora a temperatura ambiente e o resultado foi
observado macroscopicamente e expresso em titulo de hemaglutinacdo, Unidades de
Hemaglutinagdo por mL (UH.mL™), definida como a quantidade de lectina capaz de aglutinar
e precipitar eritrcitos em uma suspensao apos 1 h.

Para o ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante, utilizou-se placas de
microtitulacdo de fundo V, onde foram adicionados em cada poco 25 uL da solugdo de HiL
em TBS com concentragio capaz de aglutinar eritrocitos com titulo igual a 4 UH. mL™? e 25
uL da solugdo de agUcares e glicoproteinas, diluidos serialmente no mesmo tampéo. A placa
foi mantida em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente, e posteriormente, um
volume igual de suspensdo de eritrocitos a 3% foram adicionados. Ap6s 1 hora, as placas
foram observadas e os resultados foram expressos em concentracdo minima de inibidores
capazes de impedir a hemaglutinacdo (SAMPAIQO et al, 1998).

Os seguintes aglcares e glicoproteinas foram usados no ensaio de inibi¢do: D-
xilose, D-ribose, L-fucose, L-arabinose, L-ramnose, D-galactose (Gal), D-manose, D-glicose
(Glc), D-glucosamina, D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc), acido D-galacturbnico, D-frutose, D-sacarose, D-melibiose, o-D-
lactose, D-lactulose, D-maltose, D-rafinose, metil-a-D-glucosideo, metil-a-D-galactosideo,
metil-B-D-galactosideo, metil-B-D-tiogalactose, fenil-B-D-galactosideo, 4-nitrofenil-a-D-
galactosideo, 4-nitrofenil-p-D-galactosideo, 2-nitrofenil-p-D-galactosideo, mucina submaxilar
bovina (BSM) e mucina do estbmago suino (PSM) tipo Il e tipo Il @s mucinas foram
adquiridas na Sigma Aldrich, lotes M3895 e M1778, respectivamente).

3.2.4 Efeito do pH, temperatura, EDTA e ion Ca?*
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O efeito do pH na atividade hemaglutinante de HiL foi avaliada incubando 1
mg.mL* da lectina por 1 hora em diferentes tampdes variando o pH de 4,0 a 10,0. Logo apds,
0 ensaio de hemaglutinacdo foi realizado como descrito na se¢do 4.3.1. Para isso, foram
utilizados os seguintes tampdes suplementados com NaCl 150 mM: acetato de sddio 100 mM
pH 4 e pH 5, fosfato de sédio 100 mM pH 6, Tris 100 mM pH 7 e pH 8 e glicina 100 mM pH
9 e pH 10.

Para o efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante de HiL, foi
preparada uma solugdo da lectina em TBS (1 mg.mL™), onde esta foi aquecida em diferentes
temperaturas (25, 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100°C) por 1 hora, antes de ser submetida ao ensaio
de hemaglutinag&o.

Por fim, o efeito de ion célcio (Ca?*) e EDTA na atividade hemaglutinante de
HiL, foi realizado solubilizando 1 mg.mL™? da lectina em NaCl 150 Mm, incubando por 1
hora em TBS/Ca?* e em tampao Tris-HCI contendo 20 mM, pH 7,6 contendo EDTA 20 mM
(TBS/EDTA), e em seguida realizou-se a atividade hemaglutinante.

3.2.5 Estimativa e determinacdo da massa molecular

O grau de pureza e a massa molecular aparente da lectina, sob condigdo
desnaturante, foram estimadas em gel de poliacrilamida/dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE,
poliacrilamida 15%), na presenga e auséncia de B-mercaptoetanol, seguido de coloracdo com
Coomassie Brilliant Azul (LAEMMLLI, 1970).

As amostras foram preparadas a concentragdo de 1 mg.mL? em tampdo de
amostra (TBS pH 6,8, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,02% e SDS 10%) e aplicados 10uL
em cada poco do gel. O sistema foi submetido a uma corrente elétrica de 25 mA e tensdo de
150 V, por 1 hora. Um marcador, (kit SigmaMarker™ low range/ Sigma Aldrich, MO) com
proteinas de massas moleculares conhecidas, foi utilizado como padrdo de referéncia para
estimar a massa molecular aparente, contendo albumina sérica bovina — BSA, 66 kDA,
ovalbumina de ovo de frango, 45 kDA, gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 36 kDa;
anidrase carbonica, 29 kDa; tripsinogénio, 24 kDa; a-lactalbumina, 14,2 kDa e aprotinina, 6,5
kDa.

A massa molecular nativa da lectina foi avaliada por cromatografia de excluséo
por tamanho (SEC), conforme descrito por Chaves (2018) e usando uma coluna BEH SEC
Column 200 A, 4,6 mm x 300 mm, tamanho de particula de 1,7 um, acoplada em um sistema

Acquity UPLC Waters Corp. O tempo de eluicdo das proteinas foi determinado em
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comparagdo com o tempo de eluicdo de proteinas com massa molecular conhecida, para isso,
a coluna foi previamente calibrada com um kit de marcador contendo proteinas de pesos
variando de 29 a 700 kDa (Sigma-Aldrich, EUA). A cromatografia foi conduzida em tampé&o
Tris-HCI 20 mM pH 8,0 contendo NaCl 150 mM e Glicerol 5% a um fluxo de 0,4 mL.min e
monitorada as absorbancias 280 nm, 400 e 700 nm.

A determinacdo da massa molecular média da lectina foi realizada por
espectrometria de massas, utilizando um espectrometro de massa hibrido Synapt HDMS
(Waters Corp.) de lonizacdo por Eletroctrospray (ESI-MS). Para isso, a proteina foi
solubilizada a uma concentragdo de 10 pmol/uL. em uma solucdo de acetonitrila 50% (ACN)
contendo 0,2% de é&cido formico (AF) e foi infundida no sistema. A calibracdo do
equipamento foi realizada com ions de &cido fosférico com m/z variando de 100 a 1500,
operado em modo positivo, usando uma fonte de temperatura de 363 K e tensdo capilar em
3,2 kV. Para a coleta e o processamento de dados foi utilizado o software Mass Lynx 4.1
(Waters).

3.2.6 Quantificacdo de grupos sulfidrilas

Para quantificar as cisteinas (Cys) livres, uma solugdo de 1 mg.mL* de HiL
diluida em bicarbonato de amdnio 25mM (BA) foi preparada e incubada com iodoacetoamida
55 mM (IAA) ao abrigo da luz por 45 min em temperatura ambiente. Apds a incubacédo, a
lectina carboxamidometilada (CAM-lectina), foi submetida a cromatografia liquida acoplada
a espectrometria de massas (LC/MS), em que aplicou-se 2uL da solucdo lectinica em uma
nanocoluna C-18 (0,075 x 100 mm), acoplada ao ESI-MS, equilibrada com 0,1% de AF e
eluida com um gradiente de ACN 10% a 85% em 0,1% de AF.

Para quantificar as cisteinas totais, a proteina passou por um processo de reducéao
com ditiotreitol 10 mM (DDT) a 56°C, por 1 hora, e alquilacdo com IAA 55 mM ao abrigo da
luz por 45 min a temperatura ambiente. Em seguida foi submetida a LC/MS como descrito

anteriormente.
3.2.7 Determinagdo da estrutura primaria
3.2.7.1 Determinagao da extremidade N-terminal

A sequéncia N-terminal da lectina foi determinada por degradacdo de Edman, em

um sequenciador automatico modelo Shimadzu PPSQ-31A (Shimadzu Corp., Japdo). Os
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residuos de aminoécidos gerados pela reacdo de degradacdo, na forma de feniltiohidantoinas-
aminoacidos (PTH-AA), foram separados em uma coluna ODS de 2,0 x 250 mm (Wakosil)
conectada a um modelo de bomba LC-20AT. A absorbancia foi detectada a 269 nm com um
detector UV-VisSPD-20 e os aminoacidos foram identificados em comparacdo com o tempo
de eluicdo de PTH-AA padroes.

3.2.7.2 Determinacao de sequéncias de aminoacidos por espectrometria de massas (MS/MS)

A lectina foi submetida a SDS-PAGE (12%) conforme descrito na sessao 4.4.
Apos a coloracdo, as bandas eletroforéticas foram excisadas do gel, descoradas e desidratadas
com 1 mL de ACN 100%, por 10 minutos. Em seguida, as proteinas presentes nos spots
foram reduzidas em solucdo de BA 25 mM com DTT 10 mM a 56°C, por 30 minutos, e
carboxamidometilada (CAM-lectina) com IAA 55 Mm, os peptideos foram entdo extraidos do
gel de acordo com Shevchenko e colaboradores (2007).

Os spots foram digeridos com tripsina ou quimotripsina em BA 50 mM a 1:50 p/p
(enzima/substrato). As digestdes foram mantidas a 37°C por 18 h e depois interrompidas com
2 uL de AF 2%. As amostras foram lavadas quatro vezes com 100 pL de solugdo de ACN
50% contendo AF 5% e ao final foram adicionados 500 pL. de ACN 100% permanecendo em
repouso por 10 minutos. Por fim, os sobrenadantes foram reunidos em tubos, secados em
concentrador a vacuo e solubilizados em 20 pL de AF 0,1%.

Os peptideos foram separados em uma nanocoluna de fase reversa C18 (0,075 x
100 mm) acoplada para um sistema nanoAcquity. A coluna foi equilibrada com 0,1% de AF e
eluida com um gradiente de ACN de 10% a 85% contendo 0,1% de AF. Os eluatos foram
infundidos diretamente em um espectrémetro de massa hibrido (ESI-Q-ToF) (Synapt HDMS,
Waters Corp, MA, EUA).

O espectrometro de massa operou em modo positivo na faixa de m/z 100 a 4000
com uma fonte de temperatura de 373 K e uma tenséo capilar em 3,0 kV. O aparelho foi
calibrado com ions de acido fosférico na faixa de m/z de 100 a 1500. Para as analises de LC-
MS/MS utilizou-se a funcdo aquisicdo dependente de dados (DDA), selecionando os ions
precursores com carga (z) entre 2+ e 4+. A referéncia utilizada durante a coleta de dados foi o
ion de m/z 686,8461 do acido formico. Os ions precursores selecionados foram fragmentados
por dissociacao induzida por colisdo (CID) usando argdnio como o gas de coliséo.

Os espectros foram coletados e processados pelos programas MassLynx v4.1 e

ProteinLynx v2.4 (Waters Corp.). Os espectros de fragmentacdo CID foram processados
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manualmente pelo uso da ferramenta PepSeq (Waters) e 0s peptideos sequenciados foram
pesquisados online em bancos de dados usando o BLAST no site do NCBI
(http://www.ncbi.nim.nih.gov/BLAST/) e UniProt (https://www.uniprot.org/blast/). Os
alinhamentos das sequéncias foram feitos usando o0s programas MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) e ESPript (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/).

3.2.8 Analise de dicroismo circular (DC)

A medicdo espectroscdpica de DC foi realizada em um espectropolarimetro Jasco
J-815 (Jasco International Co., Tdéquio, Japdo) conectado a um peltier com temperatura
controlada, conforme Carneiro et al., 2017b. Uma solucdo da lectina na concentracdo de 0,2
mg.mL* foi prepara usando tampdo fosfato 20 mM pH 7,0 e disposta em uma cubeta de
quartzo com caminho 6ptico de 1 mm. Os espectros foram adquiridos com velocidade de
varredura de 50 nm.min? e intervalo de 190 a 240 nm (far-UV). O servidor on-line
DichroWeb foi usado para realizar analises de previsdo de estrutura secundaria (WHITMORE;
WALLACE, 2008).

A fim de estudar a estabilidade térmica, a lectina foi submetida a temperaturas
variando de 20°C a 100°C a uma taxa de 3°C.min"t e amostragem a cada 1°C. A Temperatura
de melting (Tm), definida como a temperatura na qual metade das proteinas encontram-se na
forma desnaturada, foi calculada monitorando as mudancas na elipticidade a 205 nm com a
lectina na presenca e auséncia de galactose (10 mM) (GREENFIELD, 2006a; GREENFIELD,
2006b).

3.2.9 Aglutinacéo de bactérias e atividade antibacteriana

3.2.9.1 Cepas e condi¢es de cultura

Para o presente estudo, foram utilizadas as cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923, S. epidermidis ATCC 12228 e Escherichia coli ATCC 11303. As cepas foram
inoculadas em Agar Triptona de Soja (TSA; Himedia, india) por 24 h a 37°C. As colénias
isoladas foram inoculadas em 5 mL de caldo Triptona de Soja (TSB; Himedia, India) por mais
24 h a 37°C. Logo apos, as células foram colhidas por centrifugacdo (5 min a 9000 xg) e a
suspensdo bacteriana foi ajustada para uma concentragdo final de 1x10°8 unidades formadoras
de col6nia (CFU.mL™) por turbidimetria (620 nm) e curvas de calibracdo previamente
determinadas para cada cepa (VASCONCELOS et al., 2014; CLSI, 2015).
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3.2.9.2 Aglutinacgéo bacteriana

Para o ensaio de aglutinacdo, foram utilizadas as cepas S. aureus ATCC 25923 e
E. coli ATCC 11303. As bactérias foram colhidas por centrifugacdo (2000 xg a 4°C), lavadas
trés vezes com TBS contendo NaCl 150 mM e suspensa em TBS contendo formol 4% e
mantidas por 24 h a 4°C. Em seguida foram lavadas e suspensas no mesmo tampéo e
verificada a absorbancia em 640 nm para ajustar a concentragdo final de bactérias a 2x108
CFU.mL™* por turbidimetria (620 nm) e curvas de calibragdo previamente determinadas para
cada cepa. A aglutinacdo bacteriana foi avaliada incubando uma solugéo de 50 pL da lectina
(Img.mL™?) a 50 pL da suspensdo bacteriana, por 1h a temperatura ambiente. Também foi
analisado a agdo aglutinante da lectina na presenca de a-lactose, onde as bactérias foram
incubadas previamente com 50 pL do carboidrato a 100 mM por 30 min. O controle consistiu
apenas das células bacterianas com ou sem a-lactose. Os resultados foram observados em um

microscopio de luz. Adaptado do De Melo et al. (2014).

3.2.9.3 Efeito da lectina no crescimento celular plancténico

O efeito da lectina sobre o crescimento celular planctonico foi avaliado pela
técnica padrdo de microdiluicdo. A lectina foi diluida em NaCl 150 mM em concentracGes
variando de 7,8 a 500 pg.mL?. Em seguida foi adicionado em cada pogo 100 pL dessas
solugdes e 100 pL de células bacterianas (2x10° CFU.mL™). As placas foram incubadas a
37°C por 24 horas em agitacdo constante. Para avaliar o crescimento bacteriano ap6s a
incubacdo foi realizada a medida da turbidez por meio da densidade éptica de cada poco
utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax® 13) em comprimento de onda de 620 nm
(VASCONCELOS et al., 2014).

3.2.9.4 Efeito da lectina na formag&o de Biofilme

O efeito da lectina sobre a formacéo de biofilme foi avaliado conforme proposto
por Vasconcelos et al. (2014). Duas placas de poliestireno estéreis de 96 pogos foram
preparadas seguindo oS mesmos passos anteriormente estabelecidos para o crescimento
celular planctdnico. Uma para a quantificacdo da biomassa do biofilme e outra para

enumeracao de células vidveis de biofilme.
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3.2.9.5 Ensaios de biofilme: quantificacdo de biomassa e quantificacdo de células viaveis
aprisionadas

O efeito da lectina sobre a formacéo de biofilme foi avaliado conforme proposto
por Vasconcelos et al. (2014). A quantificacdo da biomassa do biofilme foi determinada
usando a coloracgéo de cristal violeta (CV), método de acordo com Stepanovié¢ e colaboradores
(2000) com algumas modificacGes de Vasconcelos et al. (2014).

Os biofilmes foram desenvolvidos no presenca e auséncia de diferentes
concentragdes da lectina (7,8 a 500 pg.mL™) por 24 h. Depois de 24 horas de incubacéo, as
placas foram lavadas trés vezes com 200 puL de NaCl 150 mM para a remogao de células
fracamente aderentes. Posteriormente, os pogos foram preenchidos com 200 uL. de metanol a
95% por 5 minutos para a fixagdo dos biofilmes. Entéo, 200 uL de cristal violeta a 1% foram
adicionados aos pog¢os por 5 minutos a 25°C. O excesso de corante foi removido e as placas
lavadas com &gua destilada. O corante restante foi removido com 33% de &cido acético (v/v) e
0 corante remanescente eluido de cada pogo foi quantificado medindo a densidade dptica a
590 nm (ODsgo) usando um leitor de microplaca (SpectraMax® i3).

Apos a formagdo dos biofilmes, o meio de cultura foi removido e as placas foram
lavadas duas vezes com &gua destilada estéril para remover células fracamente aderentes.
Posteriormente, 200 plL. de 4dgua destilada estéril foi adicionada a cada poco e submetida a
banho ultrassénico (Cristofoli / EQM-CF) operando a 50 kHZ por 8 minutos para destacar as
células incorporadas nos biofilmes. Diluicdes decimais em série das suspensdes de bactéria
foi semeada em meio TSA e incubada a 37°C por 24 horas. O nimero de unidades formadoras
de coldnias foi determinado e os resultados expressos em termos de LogioCFU.mL™.

3.2.9.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados com o auxilio do software GraphPad Prism®
versao 5.0 para Microsoft Windows®. e os dados de todos os ensaios comparados utilizando
analise de variancia (ANOVA), com o teste Bonferroni post hoc. Foi considerado um nivel de
significancia de p < 0,05.

3.3 Resultados

3.3.1 Isolamento da lectina
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O extrato bruto de H. implexiformis mostrou atividade lectinica contra eritrocitos
humanos nativos e tratados com enzimas. Na cromatografia de afinidade, a lectina foi
adsorvida na matriz de Sepharose™, ¢ foi recuperada por eluicdo com galactose 0,3 M
(Figura 5).

Figura 5 - Cromatografia de afinidade de HiL
1,8
1,5

1,2 Galactose 0,3 M
0,9

Abs 280 nm

0,6
0,3

0
1 3 5 7 9 11 13 15
Fracoes

Fonte: Elaborado pelo autor. Cromatografia de afinidade em coluna
Sepharose™ 4B (1,5 x 6,0 cm), previamente equilibrada com tampao Tris-
HCI 50 mM, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM e CaCl, 20 mM (TBS-Ca?*).
As fragbes retidas foram eluidas com 0,3 M de galactose e o fluxo foi
mantido a 1 mL.min?. — FracBes que apresentaram atividade
hemaglutinante.

A lectina eluida da coluna representou 78% da atividade hemaglutinante total
presente no extrato. Este procedimento aumentou 17 vezes a atividade especifica da lectina

em comparagdo com o extrato bruto (Tabela 1).

Tabela 1 - Purificacdo da lectina presente no extrato da esponja marinha H. implexiformis

Fracéo Volume Titulo Proteina Atividade Atividade Purificagdo Rendimentc
(mL) (UH.mL™) total Hemaglutinante  especifica (vezes) (%)
(mg) total (UH) (UH.mg™)
Extrato
Bruto 41 512 61 20.992 346 1 100
Afinidade 8 2.048 2,8 16.384 5.851 17 78

Fonte: Elaborado pelo autor.

3.3.2 Inibicao da atividade hemaglutinante de HiL por acucares e glicoproteinas
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A especificidade de ligacdo a carboidratos da lectina foi determinada pela inibigéo
da atividade hemaglutinante por agUcares e glicoproteinas. Varios carboidratos relacionados a
galactose mostraram atividade inibitoria em niveis distintos. O carboidrato 2-nitrofenil-pB-D-
galactosideo foi o mais potente inibidor com concentracdo inibitéria minima (CIM) de 0,19
mM, seguido por fenil-B-D-galactosideo e 4-nitrofenil-B-D-galactosideo com CIM de 0,39

mM, enquanto a glicoproteina PSM tipo 2 apresentou CIM em 0,03 ng.mL™ (Tabela 2).

Tabela 2- Inibicdo da atividade hemaglutinate de HiL

Aculcares Cima
2-nitrofenil-p-D-galactosideo 0.19 mM
fenil-B-D-galactopiranosideo 0.39 mM
4-nitrofenil-p-D-galactosideo 0.39 mM
4-nitrofenil-a-D-galactosideo 0.78 mM
a-D-lactose (Galp(1=2>4)a-Glc) 0.78 mM
D-lactulose (Galp(1—=>4)Fru) 0.78 mM
metil-p-D-galactopiranosideo 0.78 mM
metil-B-D-thiogalactose 0.78 mM
D-galactose 0.78 mM
D-galactosamina 1.56 mM
N-acetil-D-galactosamina 1.56 mM
D-melibiose (Gala(1-26)Glc) 1.56 mM
D-rafinose (Gala(1=26)Glca(1=2>4)Fru) 1.56 mM
metil-a-D-galactopiranosideo 1.56 mM
L-arabinose 25 mM
L-raminose 50 mM
Glicoproteinas Clim?
PSM I 0.03 pg.mL™?

BSM 25 ug.mL™

Fonte: Elaborado pelo autor. Concentragdo inibitoria minima (CIM) 2,
Concentracdo inicial dos carboidratos testados: 100 mM, concentracéo
inicial de glicoproteinas: 1mg.mL™,

3.3.3 Efeitos do pH, temperatura e cation divalente na atividade hemaglutinante de HiL

A atividade hemaglutinante da lectina foi maxima entre pH 7,0 e 8,0, mas fora

desses valores, a capacidade hemaglutinante foi reduzida em pH 4,0 e 10,0 (Figura 6A). Ficou
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estavel até 30° C, perdendo 50 % da atividade a 40°C, 75 % a 50° C e 87,5 % a 60° C, com
perda total de atividade ap6s aquecimento a 70°C (Figura 6B). A presenca de CaCl, e EDTA

ndo afetou a atividade hemaglutinante (dados ndo mostrados).

Figura 6- Propriedades da atividade hemaglutinante de HiL
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Fonte: Elaborado pelo autor. Efeito do pH (A); temperatura (B);
fon célcio e EDTA (C) na atividade hemaglutinante de HiL.
Atividade hemaglutinante expressa em Log, (UH.mL™).
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3.3.4 Massa molecular

O SDS-PAGE da lectina purificada revelou uma Unica banda de aproximadamente
20 kDa na presenca de agentes redutores. A mesma banda de 20 kDa e uma banda larga
adicional de 36 kDa foram observadas na auséncia de 2-ME (Figura. 7A).

Na forma nativa (avaliada por SEC), a lectina apresentou massa molecular

estimada em 18,8 kDa, indicando um comportamento incomum na SEC (Figura 7B).

Figura 7 - Eletroforese SDS-PAGE e cromatografia de exclusdo por tamanho de HiL
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) SDS-PAGE (15%) de HiL purificada: (M) Marcador molecular; (1) 20 pg de
HiL na auséncia de agentes redutores; (2) 20 pg de HiL na presen¢a de B-mercaptoetanol. (B) Cromatografia de
exclusdo por tamanho de HiL em coluna BEH SEC (4,6 mm x 300 mm, tamanho de particula de 1,7 pm),
equilibrada e eluida com Tris-HCI, 50 mM, pH 7,6, contendo NaCl 500 mM.. Aproximadamente 20 ug de HiL
foram carregados e a UPLC operou com fluxo de 0,3 mL.min™.

A lectina foi submetida a ESI-MS em formas distintas: nativa ndo reduzida e
carboxiamidometilada (CAM). Ambas apresentaram massa molecular média de 35.876 + 2Da,
indicando auséncia de cisteinas livres. Por outro lado, a CAM-lectina mostrou 18.111 Da. Este
valor representa um incremento de 171 Da em relacdo ao mondmero reduzido esperado
(35.876 Da/ 2) = 17.938 Da.

Considerando que uma cisteina por mondmero estd envolvida em uma ligacdo
dissulfeto, 2H deve ser adicionado, totalizando 17.940 Da. Como cada acetamida ligada a um
grupo tiol produz um incremento de 57 Da, este resultado sugere a presenca de trés cisteinas

(3 x 57 Da =171 Da), todas envolvidas em ligacOes dissulfeto (Figura 8).
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Figura 8- Determinacdo da massa molecular de HiL por ESI — MS
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Espectro de massa ESI deconvoluido de HiL.
A lectina (10 pmol uL™ ) foi dissolvida em uma solucdo de ACN 50%
contendo 0,2% de AF e infundida na fonte NanoESI acoplada a um
espectrdmetro de massa ESI-Q-ToF. (B) Espectro de massa deconvoluido de
CAM-lectina.

3.3.5 Sequenciamento de aminoacidos

Os primeiros dezessete aminoacidos NH.-terminal da lectina determinados foram:
UA/GIXPGVTF[L/Y]YVGRILTSMY, e ndo mostraram semelhanga com nenhuma proteina
conhecida. Micro heterogeneidades foram encontradas nas posi¢cées 1 (A/ G) e 8 (L/Y). Na
posicdo 2, apresenta um aminodcido ndo identificado.

As digestdes triptica e quimotriptica produziram sete e trés peptideos identificados,
respectivamente (Tabela 3).
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Tabela 3- Sequéncias de amino&cidos dos peptideos de HiL

Massa

Peptideo m/z Sequéncia Observada Calculada A (Da)
T1 580.16 DSQPLVMDVR 1158.30 1158.57 0.27
T2 854.70 WNDM"EGNLLLAYPR 1706.37 1706.84 0.47
T2’ 846.69 WNDMEGNLLLAYPR 1690.38 1690.81 0.43
T3 799.73 SSDKTTGVLATYDLK 1597.45 1597.78 0.33
T3’ 591.25 TTGVLATYDLK 1180.50 11863 0.13
T4 982.75 STTLPDCFWLLSQLQR 1963.50 1963.98 0.48
T5 576.67 PDYSENPSQDDVQPLVMDVR 2302.67 2303.03 0.36
Q1 578.60 LAYPRQQAEVDLALF 1732.79 1732.91 0.12
Q2 571.59 GVFDNPPQLQPGVGCK 1711.77 1711.83 0.06
Q3 862.35 VM"DVRWNDM EGNIL 1722.69 1722.83 0.04

Fonte: Elaborado pelo autor. T- peptideos obtidos por tripsina; Q- peptideos obtidos por quimotripsina. m/z:
massa/carga. A: Massa cal. - Massa obs. *: Metionina oxidada.

Em alguns casos, foi observada sobreposicdo entre peptideos distintos. Por
exemplo, C-terminal do peptideo T5 (Val-Met-Asp-Arg) sobreposto com NH.-terminal do
peptideo Q3, que, em por sua vez, sobrepde sua sequéncia C-terminal (Gly-Glu-Asn-lle-Leu)
com o peptideo T2. A sequéncia C-Terminal de T2 (Leu-Ala-Tyr-Pro-Arg) sobreposta a Q1.
Assim, foi obtida uma sequéncia continua de 44 aminoacidos (MW = 5090,46) (Figura 9). No
entanto, nenhuma semelhanca foi encontrada com qualquer proteina.

Alguns peptideos foram considerados semelhantes. Por exemplo, os peptideos T1
e T5 tém sequéncia de aminoacidos muito semelhantes, com modificacdo: Ser para Val. E os
peptideos T2 e T2' sdo distintos devido a oxidacdo encontrado em T2' (Figura 9). Todas as

sequéncias, incluindo N-terminal, totalizaram 66% da sequéncia de aminoacidos de HiL.

Figura 9- Estrutura primaria de HiL parcialmente obtida por sobreposicdo de peptideos

PDYSENPSQDDV@PLVMDVRWNDMEGNILLAYPRQQAEVDLALF
l _T1580.16_ | | ___T2846.69___ |

| ___Q3862.35___ | | ____Q1578.60___ |

Fonte: Elaborado pelo autor. Sobreposicao dos peptideos obtidos por: T- tripsina e Q-quimotripsina.
* microheterogeneidade.



40

3.3.6 Dicroismo circular (DC)

Os espectros obtidos por DC de HiL mostraram uma absor¢do maxima positiva
em torno de 190 nm e uma maxima negativa com minimo entre 200 e 210 nm (Figura 10).
Essa caracteristica, em perfis espectrais de DC, é relacionada com a predominancia de
estruturas . A ferramenta de predicdo CONTIN, alocado no servidor online DICROWERB,
mostrou que a estrutura secundaria tedrica de HiL consistia em 6% de hélice a, 31% de folha B,

18% de volta B e 45% de estruturas desordenadas.

Figura 10- Espectro de dicroismo circular de HiL
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Fonte: Elaborado pelo autor. Espectros de DC em Far-UV
(190-240 nm)

As temperaturas de melting (Tm) da lectina na auséncia do ligante (Figura 11A) e

complexada com galactose (Figura 11B) foram 64,9 e 90,7°C, respectivamente.

Figura 11- Determinacdo da Tm de HiL a partir de mudancas em DC em funcdo da
temperatura
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Fonte: Elaborado pelo autor. A lectina foi solubilizada em PBS, pH 7, na auséncia (A) e presenca (B) de
galactose.
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3.3.7 Atividade antibacteriana e aglutinacéo de bactérias

HiL ndo teve efeito contra as células plancténicas, portanto os valores de CIM néo
puderam ser determinados. A lectina foi capaz de reduzir significativamente a biomassa de
biofilmes de Staphylococcus nas maiores concentragdes testadas (Figura 12A e 12B). Por
outro lado, a lectina ndo causou redugéo da biomassa de biofilmes de E. coli (Figura 12C).

Figura 12- Atividade de HiL contra a formacdo de biofilme de bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas.

a) S. aureus ATCC 25923 b}  S. epidermidis ATCC 12228 c) E. coli ATCC 11303
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Fonte: Elaborado pelo autor. Quantificacdo da biomassa total medindo a intensidade da coloracdo com cristal
violeta para biofilmes de S. aureus (A), S. epidermidis (B) e E. coli (C)* Significativamente diferente (p <0,05)

em comparagao ao grupo controle.

De acordo com os dados, HiL mostrou reducao significativa no nimero de células
viaveis de biofilmes de Staphylococcus. Conforme mostrado na Figura 13, uma reducdo de
cerca de 2,0 logs para cepa S. aureus e aproximadamente 1,5 logs para S. epidermidis (Figura
13A e 13B). O mesmo efeito ndo foi observado por E. coli, ndo houve diferenca
estatisticamente significativa no nimero de células vidveis no controle de bactérias nédo

tratadas com HiL com as concentracdes testadas (Figura 13C).
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Figura 13- Enumeracéo de células viaveis aprisionadas ao biofilme

a) S. aureus ATCC 25923 b) S epidermidis ATCC 12228 c) E. coli ATCC 11303
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Fonte: Elaborado pelo autor. Unidades formadoras de colbnias por mL para biofilmes de S. aureus (A), S.
epidermidis (B) e E. coli (C). * Significativamente diferente (p <0,05) em comparacéo ao grupo controle.

Nos ensaios de aglutinacdo bacteriana, foram utilizadas as cepas S. aureus ATCC
25923 e E. coli ATCC 11303. HiL reconheceu somente carboidratos presentes na superficie
celular da espécie S. aureus e foi capaz de aglutinar as células bacterianas (Figura 14B). A
atividade aglutinante foi inibida quando a lectina foi posta em contato com a-D-lactose
(Galp(1=>4)a-Glc) (Figura 14C).

Figura 14- Aglutinacdo de S. aureus por HiL

| B C

Fonte: Elaborado pelo autor. A — Espécie S. aureus em solucdo de NaCl 0,85%; B — Espécie S. aureus com HilL;
C - Espécie S. aureus com HiL complexada com lactose. As imagens foram obtidas por microscopia éptica.

3.4 Discussao

Neste trabalho, uma nova lectina extraida da esponja marinha H. (Reniera)
implexiformis (HiL) foi isolada e caracterizada. A lectina foi purificada por cromatografia de
afinidade em matriz Sepharose™ atividade por HCI, um método eficiente para isolar lectinas

de ligacdo a galactose (CARNEIRO et al., 2017b; CARNEIRO et al., 2019; MOURA et al.,
2006; MARQUES et al., 2018).
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HiL provou ser mais ativa em um pH basico. Esse comportamento é semelhante
ao observado na aglutinina de H. manglaris (HMA) (CARNEIRO et al., 2015), na lectina HcL
de H. cratera (PAJIC et al., 2002), em H-1 de H. caerulea (CARNEIRO et al., 2013b) e na
maioria das lectinas isoladas de esponjas marinhas, exceto para H-2 de H. caerulea
(CARNEIRO et al., 2013b) que mostrou forte atividade em pH &cido valores (4-5). Conforme
observado em H-2, HiL permaneceu ativa quando exposta a até 60°C por 60 min.

Estudos dos efeitos do EDTA e da necessidade de cations divalentes (Ca?*, Mg?* e
Mn?*) de vérias lectinas de esponja, incluindo H-1, H-2, H-3 e HMA (CARNEIRO et al.,
2013a; 2013Db; 2015), mostraram que a atividade hemaglutinante ndo foi afetada pela presenca
destes ions. Resultados semelhantes foram observados neste trabalho.

Assim, HiL apresentou varias caracteristicas bioguimicas comuns as lectinas de
esponja marinha, tais como nao especificidade para tipos de sangue, atividade hemaglutinante
independente de ions divalentes, termoestabilidade e resisténcia a variacbes de pH. Tal como
HiL, vérias lectinas de esponjas marinhas reconhecem alguns derivados de galactose
(CARNEIRO et al., 2017a; CARNEIRO et al., 2019; MARQUES et al., 2018; MEDEIROS
et al.,, 2010; MOURA et al., 2006). No entanto, alguns aspectos importantes do perfil de
inibicdo de HiL merecem mais atencéo.

HiL mostrou especificidade para galactose e carboidratos com terminais nao
redutores contendo galactose. A preferéncia por B-galactosideos observada no ensaio de
inibicdo sugere a envolvimento de grupos substituintes C1 na interacdo da lectina com o
acucar. Por exemplo, 4-nitrofenil-B-D-galactosideo é duas vezes mais eficaz que 4-nitrofenil-
a-D-galactosideo. O mesmo € verdadeiro para metil-B-D-galactosideo e metil-a-D-
galactosideo. Como algumas lectinas de algas marinhas, HiL parece possuir uma regiao
hidrofobica proxima ao seu local de ligacdo a carboidratos, uma vez que a inibicdo mostrada
por nitrofenil-D-galactosideos foi mais forte do que metil-D-galactosideos (SAMPAIO et al.,
1998; SAMPAIO et al., 1999).

O deslocamento do radical nitro (-NO2) de orto-dirigente em 4-nitrofenil-a-D-
galactosideo para o para-dirigente em 2-nitrofenil-o-D-galactosideo aumentou a eficiéncia
inibitoria do carboidrato em duas vezes e gerou maior estabilidade de ligacdo entre todos os
agucares, garantindo maior poder inibitorio com CIM de 0,19 mM.

A natureza do grupo substituinte C1, como metil, fenil e nitrofenil, pode aumentar
afinidade, mas ndo define especificidade. A substituicdo da hidroxila por outros grupos C2
diminui afinidade; por exemplo, a inibicdo da D-galactose cai duas vezes quando os radicais

amino ou acetil estdo ligados naquele carbono.
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Embora C1 pareca ser um ponto importante de reconhecimento, um grau
semelhante de inibigdo de B-D-lactulose (Galpl=>Fru) e rafinose (Galol =>6Glcal =>4Fru)
indica que C1 ndo pode ser considerado como um ponto chave para o reconhecimento da
lectina.

A configuracdo em C4 do anel de piranose é importante, uma vez que nem a glicose
nem seus derivados mostraram qualquer atividade inibidora contra HiL. A diferenca na
estrutura entre galactose e a glicose pode ser vista ao comparar as estruturas de anel simétrico
onde o grupo hidroxila em C4, na projecdo de Haworth, na glicose esta abaixo do plano do
anel (equatorial), enquanto com galactose, estad acima do plano do anel (axial). Devido a sua
posicdo axial em C4, L-arabinose e L-ramnose foram capazes de inibir, mas apenas em altas
concentragdes. Além disso, a posi¢do C6 no sitio de ligacdo € importante uma vez que o acido
D-galacturonico ndo inibiu a lectina.

Algumas O-glicoproteinas que exibem em suas estruturas terminais GaINAc e D-
galactose, como PSM e BSM, também foram capazes de inibir HiL. Afinidade para BSM e
PSM foram também observadas na lectina H-3 (CARNEIRO et al., 2013a), na lectina de A.
lactuca (ALL) (CARNEIRO et al., 2017a), de A. fulva (AfL) (CARNEIRO et al., 2019) e de
Craniella australiensis (CaL) (XIONG et al., 2006).

Estruturalmente, HiL também apresentou propriedades semelhantes as de outras
lectinas de esponja. Por exemplo, a presenca de ligagdes dissulfeto, predominancia de
conformagdo B e sequéncia Unica de aminoacidos sdo caracteristicas encontradas nas lectinas
CvL, AfL e CCL (CARNEIRO et al., 2019; MARQUES et al., 2018; MOURA et al., 2006).

No entanto, um aspecto incomum observado em HiL foi sua estrutura quaternéria.
Apesar da SEC mostrar resultados inconclusivos para a determinacdo da estrutura quaternaria
de HiL, o SDS-PAGE e a analise MS deixam clara a predominancia da lectina como um
dimero ligado por ligacGes dissulfeto. Isto é uma organizagdo quaternéria incomum para
lectinas de esponjas. CvL (MOURA et al., 2006) e lectinas de Aplysina lacunosa e A. archeri
(MIARONS; FRESNO, 2000) séo tetrdmeros ligados por liga¢des dissulfeto, enquanto que a
lectina H-2 de H. caerulea (CARNEIRO et al., 2013b) e HCL de H. cratera s&o dimeros
mantidos por interacdes fracas (PAJIC, et al., 2002).

Nos ultimos anos, algumas lectinas de esponjas marinhas foram isoladas e a
sequéncia de seus aminoacidos foram parcialmente determinadas (CARNEIRO et al., 2017a;
CARNEIRO et al., 2019; GARDERES et al., 2016; MARQUES et al., 2018). No entanto,
somente um ndmero bastante reduzido de lectinas desses organismos tiveram suas estruturas

primarias totalmente determinadas. Na verdade, as ultimas lectinas de esponjas a terem suas
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estruturas priméria depositadas foram H-3 de Haliclona carulea (CANEIRO et al., 2013a) e
CCL de Chondrilla caribensis (SOUSA et al., 2021).

As tentativas de determinar a sequéncia de aminoacidos de lectinas de esponjas
falham por muitos motivos, como a pequena quantidade de proteina por biomassa animal,
presenca de isoformas e glicoformas, e possiveis niveis de expressao diferenciais em certas
estacOes (CARNEIRO et al., 2013a; 2013b).

Neste estudo, em particular, houve a dificuldade de determinar a sequéncia
completa de aminoacidos da lectina devido a (1) baixa ocorréncia de H. implexiformis ao
longo de nossa costa e (2) auséncia de proteinas similares nos bancos de dados atuais, 0 que
faz o sequenciamento por técnicas diretas (MS/MS e degradagdo de Edman) muito complexo
e dificultoso. Portanto, novos experimentos devem ser realizados para determinar estrutura do
HiL e classifica-la em alguma familia de lectinas animais.

HiL ndo exibiu nenhum efeito no crescimento das células planctdnicas, uma vez
que, nas concentracdes testadas, ndo foi possivel determinar o CIM. No entanto, esta lectina
foi capaz de reduzir a biomassa total e 0 nimero de células viaveis de biofilmes de S. aureus e
S. epidermidis. Estudos anteriores usando lectinas de esponjas marinhas também
apresentaram resultados semelhantes ao encontrado nesse trabalho. Carneiro e colaboradores
(2019) avaliaram a atividade antibacteriana de AFL, que ndo inibiu o crescimento plancténico
das bactérias gram-positivas e gram-negativas testadas, no entanto, a lectina reduziu
significativamente o biofilme de biomassa da bactéria S. aureus, S. epidermidis, e E. coli.

Outra lectina, CCL de Chondrilla caribensis (MARQUES et al., 2018) foi capaz
de aglutinar as mesmas cepas avaliadas nesse estudo, mas ndo mostrou inibicdo de
crescimento planctdnico dessas bactérias, mesmo assim, apresentou reducéo significativa na
biomassa do biofilme. Estudos evidenciam que lectinas de ligacdo a galactose podem
reconhecer glicanos na superficie bacteriana e distinguir bactérias gram-positivas de bactérias
gram-negativas, como ADEL, uma lectina de Aplysia dactylomela que causou aglutinacéo e
inibiu a formacdo de biofilme de S. aureus, mas nédo de E. coli. (CARNEIRO et al., 2017b).

A formacgdo de biofilme representa um importante mecanismo de viruléncia de
muitos patdgenos bacterianos e uma estratégia usada por essas mesmas bactérias para
sobreviver em ambientes naturais ou em tecidos colonizados de alguns hospedeiros (RAAFAT;
WURGLICS, 2019). De acordo com o resultado encontrado, HiL foi capaz de reduzir em 50%
a biomassa total e até 2,0 logs do nimero de células viaveis de S. aureus, o mais problematico
patégeno do género Staphylococcus por causar numerosas infecgdes agudas e cronicas, isso

evidéncia a importancia biomédica da lectina.
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Resultados semelhantes foram observados em biofilme de S. epidermidis.
Contudo, E. coli mostrou maior resisténcia a atividade da lectina. Isso pode ser atribuido a
resisténcia inerente de bactérias gram-negativas, intrinsecas a sua atividade metabolica e/ou
presenca de uma membrana externa (MACGOWAN; MACNAUGHTON, 2017). Segundo
Coelho e colaboradores (2018), o reconhecimento de glicanos na membrana bacteriana por
lectinas pode causar um efeito inibitdrio na formacédo do biofilme.

O mecanismo de atividade das lectinas na formacdo de biofilme ainda ndo esta
totalmente determinado, mas alguns modelos sdo sugeridos, como inibicdo da adesdo
bacteriana, reducdo da expressdao de genes associado a formacdo de biofilme, regulacdo
negativa em sistemas de quorum-sensing e ruptura da matriz do biofilme (CAVALCANTE et
al., 2013; COELHO et al., 2018; ISLAM et al., 2009).
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4 EFEITO ANTIBACTERIANO DE UMA NOVA LECTINA ISOLADA DA ESPONJA
MARINHA Aplysina fistulares

4.1 Introducao

A quimica de produtos naturais provenientes de esponjas marinhas tornou-se um
foco de pesquisa em areas médicas. Isso se deve em grande parte ao crescente reconhecimento
desses organismos como fonte de compostos com potencial farmacéutico e biomédico que
combatem microrganismos patogénicos e doencgas humanas (VARIJAKZHAN et al., 2021 ).

O biofilme bacteriano € caracterizado por uma comunidade de bactérias aderidas a
um substrato e inseridas em uma matriz de substancia polimérica extracelular (SPE) que atua
como uma barreira a antibidticos ou agentes antimicrobianos, tornando-os resistentes até 1000
vezes mais do que em seu préprio estado planctonico (KOO et al., 2017; MELCHIOR;
VAARKAMP; FINK-GREMMELS, 2006).

Atualmente, a literatura relata 43 lectinas isoladas de esponjas com algumas
apresentando potencial antibacteriano, atuando na inibicdo de biofilmes de bactérias gram-
negativas e gram-positivas, possibilitando seu uso como novos agentes contra infecgdes
bacterianas resistentes, responsaveis pelo aumento das infecgdes hospitalares e taxa de
mortalidade (CARNEIRO et al., 2019; GARDERES et al., 2015).

Aplysina é o género mais representativo da familia Aplysinidae. Cinco lectinas
deste género foram isoladas, AaL de A. archeri, AlL de A. lacunosa (MIARONS; FRESNO,
2000), ALL de A. lactuca (CARNEIRO et al., 2017a), AFL de A. fulva (CARNEIRO et al.,
2019) e AcL de Aplysina cauliformis (VIANA, 2021).

E notavel o potencial antibacteriano das lectinas desse género. A ALL aglutinou
cepas bacterianas de Staphylococcus aureus e Escherichia coli e reduziu significativamente a
biomassa de ambos os biofilmes bacterianos. AFL reduziu a biomassa de biofilme de S.
aureus, S. epidermidis e E. coli, e também afetou o nimero de celulas viaveis dessas bactérias.
AcL foi capaz de aglutinar cepas E. coli. (CARNEIRO et al., 2017a; CARNEIRO et al., 2019;
MIARONS; FRESNO, 2000; VIANA, 2021).

Sera relatado nesse capitulo a purificacdo e caracterizacdo bioquimica de uma
lectina isolada da esponja marinha Aplysina fistulares (AfiL) com potencial antibiofilme

bacteriano e capaz de aglutinar células bacterianas.

4.2 Metodologia experimental
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4.2.1 Coleta dos animais e preparacao do extrato

Espécimes da esponja marinha Aplysina fistulares foram coletados no Parque
Estadual Marinho Pedra da Risca do Meio, Ceard, Brasil. Os exemplares foram transportados
em caixas térmicas para o laboratorio e armazenadas a -20° C para uso posterior. Todas as
coletas e seu acesso genetico foram autorizados e certificados pelos 6rgdos ambientais
responsaveis (SISBIO ID: 33913-8 e SISGEN ID: A1792FE).

No laboratorio, as esponjas foram cortadas em pequenos pedacos, trituradas em
almofariz e homogeneizadas em tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7 contendo NaCl 150 mM a
proporcdo de 1:2 (p/v). O homogenato foi filtrado em tecido de néilon e clarificado por
centrifugacdo por 20 min a 9000 xg a 4°C e o sobrenadante (extrato bruto) foi submetido a
precipitacdo com sulfato de aménio (NH4).SO. a 70% (F 0-70%) de saturacdo durante 4 h a
4°C. As proteinas precipitadas foram removidas por centrifugacao por 20min a 9000 xg a 4°C
e solubilizadas em um pequeno volume de TBS (F 0-70%).

4.2.2 Purificacdo da lectina

Aproximadamente 45 mL de F 0-70% foram aplicados a coluna de afinidade
contendo Sepharose™ 4B (1,0 cm x 6,0 cm) ativada com HC1 0,1 M, previamente equilibrada
com TBS. As proteinas ndo ligadas foram lavadas com o mesmo tampéo e a fracéo retida foi
recuperada através da eluicdo com lactose 0,3 M em TBS. Os eluatos da cromatografia foram
monitorados por absorbancia a 280 nm usando um espectrofotdmetro UV/Visivel. As fracdes
eluidas com lactose em TBS foram reunidas, dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e
armazenadas até o uso. A proteina isolada foi entdo denominada de AfiL (Aplysina fistulares

lectin).

4.2.3 Atividade hemaglutinante e ensaio de inibi¢éo

A atividade hemaglutinante foi realizada utilizando eritrécitos humanos (A, B e
0), obtidos no Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara (HEMOCE).

Para o0 ensaio, foram utilizados eritrocitos nativos e tratados com proteases
(tripsina e papaina). Para isso, os eritrocitos foram lavados 6 vezes com NaCl 150 mM e
suspendidos na mesma solugdo a 3% de concentragdo (v/v). Para o preparo de eritrocitos

tratados com digestdo enzimatica, as suspensdes foram incubadas com as proteases tripsina e
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papaina (10 pg.mL™), por 1 hora, em temperatura ambiente. Apés esse tempo, as suspensdes
foram lavadas como descrito anteriormente e o volume aferido com a solucdo salina, a fim de
obter novamente a concentracao de eritrocitos a 3% (V/v).

O ensaio de atividade hemaglutinante foi realizado em placas de microtitulacdo de
fundo V, utilizando eritrdcitos nativos e tratados, usando o método da dupla dilui¢do seriada
conforme descrito por Sampaio e colaboradores (1998). Primeiramente, foram adicionados 50
uL de tampao TBS-CaCl, em cada pogo e 50 puL do extrato, de F 0-70 e de AfiL diluida
serialmente, e em seguida, 50 puL das suspensdes de eritrocitos a 3%, previamente preparados.
As placas foram deixadas em repouso por 1 hora a temperatura ambiente e o resultado foi
observado macroscopicamente e expresso em titulo de hemaglutinacdo, Unidades de
Hemaglutinacdo por mL (UH.mL™).

Para 0 ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante, utilizou-se placas de
microtitulagdo de fundo V, onde foram adicionados em cada pogo 25 pL da solucdo de AfiL
em TBS com concentracdo capaz de aglutinar eritrocitos com titulo igual a 4 UH. mLe 25
uL da solugdo de agticares e glicoproteinas, diluidos serialmente no mesmo tampé&o. A placa
foi mantida em repouso por 30 minutos em temperatura ambiente, e posteriormente, um
volume igual de suspensdo de eritrécitos a 3% foram adicionados. Apo6s 1 hora, as placas
foram observadas e os resultados foram expressos em concentragdo minima de inibidores
capazes de impedir a hemaglutinacdo (SAMPAIO et al, 1998).

Os seguintes acucares e glicoproteinas foram usados no ensaio de inibi¢do: D-
xilose, D-ribose, L-fucose, L-arabinose, L-ramnose, D-galactose (Gal), D-manose, D-glicose
(Glc), D-glucosamina, D-galactosamina, N-acetil-D-glucosamina (GIcNAc), N-acetil-D-
galactosamina (GalNAc), acido D-galacturbnico, D-frutose, D-sacarose, D-melibiose, o-D-
lactose, D-lactulose, D-maltose, D-rafinose, metil-a-D-glucosideo, metil-a-D-galactosideo,
metil-B-D-galactosideo, metil-pB-D-tiogalactose, fenil-B-D-galactosideo, 4-nitrofenil-a-D-
galactosideo, 4-nitrofenil-p-D-galactosideo, 2-nitrofenil-p-D-galactosideo, mucina submaxilar
bovina (BSM) e mucina do estébmago suino (PSM) tipo Il e tipo Il @s mucinas foram
adquiridas na Sigma Aldrich, lotes M3895 e M1778, respectivamente).

O efeito da temperatura, pH e ions divalentes sobre a atividade hemaglutinante da

lectina foi avaliado conforme metodos pré-estabelecidos (SAMPAIO et al, 1998).

4.2.4 Estimativa e determinagdo da massa molecular
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O grau de pureza e a massa molecular aparente da lectina, sob condi¢do de
desnaturacdo, foram estimadas em gel de poliacrilamida/dodecil sulfato de sodio (SDS-
PAGE), na presenca ¢ auséncia de f-mercaptoetanol, seguido de coloragdo com Coomassie
Brilliant Azul (LAEMMLI, 1970).

As amostras foram preparadas a concentragdo de 1 mg.mL? em tampéo de
amostra (TBS pH 6,8, glicerol 10%, azul de bromofenol 0,02% e SDS 10%) e aplicados 10pL
em cada poc¢o do gel (poliacrilamida 15%). O sistema foi submetido a uma corrente elétrica
de 25 mA e tensdo de 150 V, por 1 hora. Um marcador, (kit SigmaMarker™ low range/
Sigma Aldrich, MO) com proteinas de massas moleculares conhecidas, foi utilizado como
padrdo de referéncia para estimar a massa molecular aparente, contendo albumina sérica
bovina — BSA, 66 kDA, ovalbumina de ovo de frango, 45 kDA; gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase, 36 kDa; anidrase carbonica, 29 kDa; tripsinogénio, 24 kDa; a-lactalbumina,
14,2 kDa e aprotinina, 6,5 kDa.

A massa molecular nativa da lectina foi avaliada por cromatografia de excluséo
por tamanho (SEC), conforme descrito por Chaves (2018), usando uma coluna BEH SEC
Column 200 A, 4,6 mm x 300 mm, tamanho de particula de 1,7 um, acoplada em um sistema
Acquity UPLC Waters Corp. O tempo de eluicdo das proteinas foi determinado em
comparacdo com o tempo de eluicdo de proteinas com pesos conhecidos, variando de 29 a
700 kDa (Sigma-Aldrich, EUA). A cromatografia foi conduzida em tampé&o Tris-HCI 20 mM
pH 8,0 contendo NaCl 150 mM e Glicerol 5% a um fluxo de 0,4 mL.min! e monitorada as
absorbancias 280 nm, 400 e 700 nm.

4.2.5 Determinacdo da estrutura primaria por espectrometria de massa (MS / MS)

A lectina foi submetida a SDS-PAGE (12%) conforme descrito na sessao 2.2.4.

Apos a coloracdo, as bandas eletroforéticas foram excisadas do gel, descoradas e
desidratadas com 1 mL de acetonitrila 100% (ACN), por 10 minutos. Em seguida, as
proteinas presentes nos spots foram reduzidas em solugdo de bicarbonato de aménio 25 mM
(BA) com ditiotreitol 10 Mm (DDT) a 56°C, por 30 minutos, e carboxamidometilada (CAM-
lectina) com IAA 55 mM. Os peptideos foram entdo extraidos do gel de acordo com
Shevchenko et al., 2007.

Os spots foram digeridos com tripsina e quimotripsina em BA 50 mM a 1:50 p/p
(enzima/substrato). As digestdes foram mantidas a 37°C por 18 h e depois interrompidas com

2 uL de &cido formico 2% (AF). As amostras foram lavadas quatro vezes com 100 pL de
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solugdo de ACN 50% contendo AF 5% e ao final foram adicionados 500 pL de ACN 100%
permanecendo em repouso por 10 minutos. Por fim, os sobrenadantes foram reunidos em
tubos, secados em concentrador a vacuo e solubilizados em 20 pL de AF 0,1%.

Os peptideos foram separados em uma nanocoluna de fase reversa C18 (0,075 x
100 mm) acoplada para um sistema nanoAcquity. A coluna foi equilibrada com 0,1% de AF e
eluida com um gradiente de ACN de 10% a 85% contendo 0,1% de AF. Os eluatos foram
infundidos diretamente em um espectrémetro de massa hibrido (ESI-Q-ToF) (Synapt HDMS,
Waters Corp, MA, EUA).

O espectrometro de massa operou em modo positivo na faixa de m/z 100 a 4000
com uma fonte de temperatura de 373 K e uma tensdo capilar em 3,0 kV. O aparelho foi
calibrado com ions de acido fosférico com m/z variando de 100 a 1500, operado em modo
positivo, usando uma fonte de temperatura de 363 K e tensdo capilar em 3,2 kV. Para a coleta
e o0 processamento de dados foi utilizado o software Mass Lynx 4.1 (Waters). Para as analises
de LC-MS/MS utilizou-se a fungdo aquisicdo dependente de dados (DDA), selecionando os
ions precursores com carga (z) entre 2+ e 4+. A referéncia utilizada durante a coleta de dados
foi o ion de m/z 686,8461 do &cido férmico. Os ions precursores selecionados foram
fragmentados por dissociacdo induzida por colisdo (CID) usando argénio como o gas de
colis&o.

Os espectros foram coletados e processados pelos programas MassLynx v4.1 e
ProteinLynx v2.4 (Waters Corp.). Os espectros de fragmentacdo CID foram processados
manualmente pelo uso da ferramenta PepSeq (Waters) e os peptideos sequenciados foram
pesquisados online em bancos de dados usando o BLAST no site do NCBI
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/BLAST/) e UniProt (https://www.uniprot.org/blast/). Os
alinhamentos das sequéncias foram feitos usando o0s programas MultAlin
(http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) e ESPript (http://espript.ibcp.fr/ESPript/ESPript/).

4.2.6 Analise de dicroismo circular (DC)

A medicdo espectroscopica de DC foi realizada em um espectropolarimetro Jasco
J-815 (Jasco International Co., Tdéquio, Japdo) conectado a um peltier com temperatura
controlada, conforme Carneiro et al., 2017b. Uma solugéo da lectina na concentragéo de 0,2
mg.mL™ foi prepara usando tamp&o fosfato 20 mM pH 7,0 e disposta em uma cubeta de
guartzo com caminho éptico de 1 mm. Os espectros foram adquiridos com velocidade de

varredura de 50 nm.mint e intervalo de 190 a 240 nm (far-UV). O servidor on-line
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DichroWeb foi usado para realizar anélises de previsdo de estrutura secundaria (WHITMORE;
WALLACE, 2008).

A fim de estudar a estabilidade térmica, a lectina foi submetida a temperaturas
variando de 20°C a 100°C a uma taxa de 3°C.min"! e amostragem a cada 1°C. A Temperatura
de melting (Tm), definida como a temperatura na qual metade das proteinas encontram-se na
forma desnaturada, foi calculada monitorando as mudancas na elipticidade a 205 nm com a
lectina na presenca e auséncia de galactose (10 mM) (GREENFIELD, 2006a; GREENFIELD,
2006b).

4.2.7 Aglutinacao de bactérias e atividade antibacteriana

4.2.7.1 Cepas e condigbes de cultura

Foram utilizadas as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 700698, S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis ATCC 35984 e Escherichia coli
ATCC 11303. As cepas foram inoculadas em Agar Triptona de Soja (TSA; Himedia, india)
por 24 h a 37°C. As colonias isoladas foram inoculadas em 5 mL de caldo Triptona de Soja
(TSB; Himedia, India) por mais 24 h a 37°C. Logo apo0s, as células foram colhidas por
centrifugacdo (5 min a 9000 xg) e a suspensdo bacteriana foi ajustada para uma concentragdo
final de 1x10® unidades formadoras de colénia (CFU.mL™) por turbidimetria (620 nm) e
curvas de calibracdo previamente determinadas para cada cepa (VASCONCELOS et al.,
2014; CLSI, 2015).

4.2.7.2 Aglutinacao bacteriana

As cepas utilizadas no teste de aglutinacdo foram S. aureus ATCC 25923 e E. coli
ATCC 11303. As bactérias foram colhidas por centrifugacdo (2000 xg a 4°C), lavadas trés
vezes com TBS contendo NaCl 150 mM e suspensa em TBS contendo formol 4% e mantidas
por 24 h a 4°C. Em seguida foram lavadas e suspensas no mesmo tampao e verificada a
absorbancia em 640 nm para ajustar a concentracdo final de bactérias a 2x108 CFU.mL™ por
turbidimetria (620 nm) e curvas de calibracdo previamente determinadas para cada cepa. A
aglutinacdo bacteriana foi avaliada incubando uma solugio de 50 pL da lectina (Img.mL™) a
50 pL da suspensao, por 1h a temperatura ambiente. Também foi analisado a acdo aglutinante

da lectina na presenga de a-lactose, onde as bactérias foram incubadas previamente com 50
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uL do carboidrato a 100 mM por 30 min. O controle consistiu apenas das células bacterianas
com ou sem a-lactose. Os resultados foram observados em um microscépio de luz. Adaptado
do De Melo et al. (2014).

4.2.7.3 Efeito da lectina no crescimento celular planctonico

O efeito da lectina sobre o crescimento celular plancténico foi avaliado pela
técnica padrdo de microdiluicdo. A lectina foi diluida em NaCl 150 mM em concentracdes
variando de 7,8 a 500 pg.mL?. Em seguida foi adicionado em cada pogo 100 pL dessas
solugbes e 100 pL de células bacterianas (2x10° CFU.mL™?). As placas foram incubadas a
37°C por 24 horas em agitacdo constante. Para avaliar o crescimento bacteriano apés a
incubacdo foi realizada a medida da turbidez por meio da densidade Optica de cada poco
utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax® I3) em comprimento de onda de 620 nm
(VASCONCELOS et al., 2014).

4.2.7.4 Efeito da lectina na formacao de Biofilme

O efeito da lectina sobre a formacéo de biofilme foi avaliado conforme proposto
por Vasconcelos et al. (2014). Duas placas de poliestireno estéreis de 96 pocos foram
preparadas seguindo 0s mesmos passos anteriormente estabelecidos para o crescimento
celular plancténico. Uma placa para a quantificacdo da biomassa do biofilme e outra para

enumeracao de células viaveis de biofilme.

4.2.7.5 Ensaios de biofilme: quantificacdo de biomassa e quantificacdo de células viaveis

aprisionadas

O efeito da lectina sobre a formacéo de biofilme foi avaliado conforme proposto
por Vasconcelos et al. (2014). A quantificagdo da biomassa do biofilme foi determinada
usando a coloracéo de cristal violeta (CV), método realizado de acordo com Stepanovic e
colaboradores (2000) com algumas modificacdes de Vasconcelos et al. (2014).

Os biofilmes foram desenvolvidos no presenca e auséncia de diferentes
concentragdes da lectina (7,8 a 500 ug.mL™) por 24 h. Depois de 24 horas de incubagéo, as
placas foram lavadas trés vezes com 200 pL de NaCl 150 mM para a remocao de células

fracamente aderentes. Posteriormente, os pogos foram preenchidos com 200 puL. de metanol a
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95% por 5 minutos para a fixacdo dos biofilmes. Entéo, 200 uL de cristal violeta a 1% foram
adicionados aos pocos por 5 minutos a 25°C. O excesso de corante foi removido e as placas
lavadas com agua destilada. O corante restante foi removido com 33% de acido acético (v/v) e
a mancha eluida de cada pogo foi quantificada medindo a densidade Optica a 590 nm (ODsgo)
usando um leitor de microplaca (SpectraMax® i3).

Apos a formagdo dos biofilmes, o meio de cultura foi removido e as placas foram
lavadas duas vezes com agua destilada estéril para remover células fracamente aderentes.
Posteriormente, 200 pL de agua destilada estéril foi adicionada a cada poco e submetida a
banho ultrassénico (Cristofoli / EQM-CF) operando a 50 kHZ por 8 minutos para destacar as
células incorporadas nos biofilmes. DiluicBes decimais em série das suspens@es de bactéria
foi semeada em meio TSA e incubada a 37°C por 24 horas. O numero de unidades formadoras

de coldnias foi determinado e os resultados expressos em termos de LogioCFU.mL™.

4.2.7.6 Andlise estatistica

Os resultados obtidos foram analisados com o auxilio do software GraphPad Prism®
versdo 5.0 para Microsoft Windows®. e os dados de todos os ensaios comparados utilizando
analise de variancia (ANOVA), com o teste Bonferroni. post hoc. Foi considerado um nivel de
significancia de p < 0,001.

4.3 Resultados

4.3.1 Purificacao e estimativa da massa de AfiL

O extrato bruto e a fracdo (F 0-70%) do extrato de Aplysina fistularis mostraram
atividade lectina contra todos os eritrocitos testados. A fracdo 0-70% foi submetida a
cromatografia de afinidade em coluna Sepharose™ ¢ a lectina foi recuperada por eluicdo com
lactose 0,3 M (Figura 15A).

O grau de pureza obtido pelo processo cromatografico pode ser evidenciado pela
presenca de uma banda unica observada no SDS-PAGE em condi¢des ndo redutoras (Figura
15B). Através da eletroforese foi possivel estimar a massa de AfiL e analisar seu
comportamento frente a condi¢des redutoras e ndo redutoras. Na auséncia de -
mercaptoetanol, AfiL mostrou uma Unica banda de aproximadamente 70 kDa. Ja na presenca

de B-mercaptoetanol apresentou duas bandas em torno de 30 kDa e 24 kDa (Figura 15B).
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Figura 15- Cromatografia de afinidade e SDS-PAGE de AfiL
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Fonte: Elaborado pelo autor. A — Cromatografia de afinidade em coluna Sepharose ™ (1,5x6,0 cm)
previamente equilibrada com tampéo Tris-HCI 50 mM, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM (TBS). As frac6es
retidas foram eluidas com 0,3 M de lactose e o fluxo foi mantide a 1 mL.min™. Fracbes que
apresentaram atividade hemaglutinante. B — SDS-PAGE (15%) de AfiL purificada: (M) Marcador
molecular; (1) 20 pg de AfiL na auséncia de agentes redutores; (2) 20 png deAfiL na presenca de -
mercaptoetanol.

A lectina recuperada da coluna representou 15,0% do total da atividade
hemaglutinante presente no extrato e o método cromatografico aumentou 8,4 vezes a

atividade especifica de AfiL em comparagdo com o extrato bruto (Tabela 4).

Tabela 4 — Tabela de purificagdo de AfiL

Fracéo Volume Titulo Proteina Atividade Atividade Purificagdo Rendimentc
(mL) (UH.mL™) total Hemaglutinante  especifica (vezes) (%)
(mg) total (UH) (UH.mg™)
Extrato
Bruto 50 1.024 67.5 51.200 758,5 1 100
F 0-70% 35 1.024 70 35.840 512 0,67 70
Afinidade 15 512 1.2 7.680 6.400 8,4 15

Fonte: Elaborado pelo autor.

A estimativa da massa molecular nativa de AfiL por cromatografia de exclusao
molecular, em comparacdo com o tempo de eluicdo de proteinas com massa molecular
conhecida, foi de 224 kDa (Figura 16).
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Figura 16- Cromatografia de excluséo por tamanho de AfiL
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Fonte: Elaborado pelo autor. Aproximadamente 20 pg de AfiL foram carregados em
coluna BEH SEC (4,6 mm x 300 mm, particula 1,7 pm) acoplada em um sistema Acquity
UPLC, fluxo 0,5 ml.min, equilibrada e eluida com Tris-HCI, 50 mM, pH 7,6, contendo
NaCl 500 mM. Proteinas de calibragdo da coluna: tiroglobulina bovina, 669 kDa;
apoferritina, 443 kDa; B-amilase, 220 kDa; &lcool desidrogenase, 150 kDa; albumina
sérica bovina, 66 kDa; anidrase carbdnica, 29 kDa; lisozima, 14 kDa.

4.3.2 Inibicao da atividade hemaglutinante de AfiL

A especificidade de ligacdo a carboidrato de AfiL foi determinada pela inibi¢do da
atividade hemaglutinante por agucares e glicoproteinas. Na tabela 5 podemos observar que,
dentre os carboidratos testados a lectina foi inibida pelos dissacarideos a-D-lactose
(Galp(1=>4)a-Glc) e B-D-lactose (GalB(1->4)B-Glc) e os galactosideos 4-nitrofenil-o-D-
galactosideo e 4-nitrofenil-B-D-galactosideo, todos apresentando CIM de 12,5 mM. O
dissacarideo D-lactulose (GalB(1->4)Fru) apresentou CIM de 25 mM. A glicoproteina PSM

mostrou ser o inibidor mais potente com CIM de 0,006 pg.mL™, seguido por BSM e fetuina

com CIM de 0,049 pg.mL* e 0,39 ug.mL* respectivamente.

Tabela 5- Inibicdo da atividade hemaglutinate de
AfiL (Continua)

Acucares Cima

a-D-lactose (GalB(1=>4)a-Glc) 12,5 mM
B-D-lactose (Galp(1->4)p-Glc) 12,5 mM
D-lactulose (GalB(1—>4)Fru) 25,0 mM
4-nitrofenil-a-D-galactosideo 12,5 mM

4-nitrofenil-p-D-galactosideo 12,5 mM



57

Tabela 5- Inibicdo da atividade hemaglutinate de
AfiL (Concluséo)

Glicoproteinas Cima

PSM-1I 0,006 pg.mL
PSM-III 0,006 pg.mL
BSM 0,049 ng.mL™
Fetuina 0,39 pg.mL™?

Fonte: Elaborado pelo autor. Concentragdo inibitéria minima
(Cim) @

4.3.3 Efeitos do pH, temperatura e cation divalente na atividade hemaglutinante de AfiL

A atividade hemaglutinante de AfiL apresentou um pH 6timo na faixa neutro-
alcalina (pH 7-10) e em condicdes acidas houve perda de hemaglutinacdo, sendo esta total em
pH 4 (Figura 17A). AfiL permaneceu estavel até temperatura de 50°C e perdeu cerca de 50%
de sua atividade quando elevada a 60° e 70°C, e cerca de 87,5% quando elevado para 80°C
por 1h, acontecendo perda total de atividade a 90°C. (Figura 17B). A atividade néo foi afetada
na presenga de CaCl, ou EDTA (dados n&o mostrados).

Figura 17- Propriedades da atividade hemaglutinante de AfiL

6
10 4

Log, (UH.mL"")

Log, (UH.mL")

Acetato Acetato Fosfato Tris-HCl Tris-HC1 Glicina  Glicina 25 30 40 50 60 70 80 90
pH 4 pHS pH 6 pH7 pHS8 pH9 pH 10 Tcmpcratura (°C)

Fonte: Elaborado pelo autor. Efeito do pH (A) e temperatura (B) na atividade hemaglutinante de AfiL. A
atividade hemaglutinante foi expressa em Unidades de Hemaglutinagéo por mL (Log, UH.mL™1).

4.3.4 Sequenciamento de aminoacidos

As digestdes com tripsina produziram 9 peptideos identificveis ao passo que com
quimotripsina identificou-se 5 peptideos (Tabela 6).



Tabela 6- Sequéncias de amino&cidos dos peptideos de AfiL
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. .. Massa
Peptideo m/z Sequéncia Observada Calculada A (Da)
T1 657.17 NYGSPDGFNSQK 1312.33 1312.56 0.23
T2 676.23 QHLFSYASGWR 1350.44 1350.68 0.24
T4 438.15 LVACPCR 874.34 874.41 0.13
T6 02032  VPQAFVGDNYYCDSVELASGK 2703.96 2704.26 0.30
VDTK
T7 921.33 TLDEAYVDGLSLTHGSPR 1929.72 1929.94 0.22
T9 681.75 TELFSYATAWR 1361.49 1361.67 0.18
T13 4126 FDHHLR 823.30 823.40 0.10
T17 902.69 LWFPDTLLWH';ATGCSDTDLAC 2705.04 2705.30 0.26
T22 73729  HDQLDEAYVDGLSLTHGSPR 2208.87 2208.95 0.08
01 471.18 GSPRQHLF 940.35 940.39 0.04
Q2 662.74 SAVCGLVEGRNY 1323.4 1323.63 0.16
Q6 695.47 PPETLDEAYVDS:LSLTHGSPRQH 2777.88 2778.36 0.48
Q8 399.16 PRQHLF 796.32 796.43 0.11
Q16 456.67 ANSAGTSTGF 911.32 911.40 0.08

Fonte: Elaborado pelo autor. T- peptideos obtidos por tripsina; Q- peptideos obtidos por quimotripsina. m/z:
massa/carga. A: Massa cal. - Massa obs. Marcados em cinza apresentam microheterogeneidades.

O peptideo T17 possui 20 aminoacidos e nenhuma regido da sequéncia apresenta

sobreposicdo com os demais peptideos encontrados, 0 mesmo acontece com os peptideos T1 e

Q2, ambos com 12 aminoé&cidos. O peptideo Q8 apresenta total semelhanca ao peptideo Q1,

ausentando-se somente os aminoacidos Gly-Ser da regido N-terminal. Encontrou-se também

microheterogeneidade nos peptideos T2 e T9, onde os aminoacidos Gln, His, Ser e Gly foram

substituidos por Thr, Phe, Thr e Ala na devida ordem, e também nos peptideos Q6 e T22, onde

Pro, Glu e Thr foram substituidos por His, Asp e Glu respectivamente.

Encontrou-se sobreposicdo entre alguns peptideos distintos. O peptideo Q1 se

sobrepde na regido C-terminal do peptideo T7 (Gly-Ser-Pro-Arg) e a regido N-terminal do

peptideo T2 (GIn-His-Leu-Phe). O peptideo T7 se sobrepde completamente ao peptideo Q6, o

de maior sequéncia encontrada (25 aminoacidos) (Figura 18). Com base nos achados, foi

possivel obter uma sequéncia continua de 32 aminoacidos (MW = 3585,71).
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Figura 18- Estrutura primaria de AfiL parcialmente obtida por
sobreposicao de peptideos

PPETLDEAYVDGLSLTHGSPRQHLEFSYASGWR
| ————— T7921.33_____ | | —=T2676.23_ |

| Q1676.23 |

Fonte: Elaborado pelo autor. Sobreposicdo dos peptideos obtidos a partir da
digestdo com:; T- tripsina e Q-quimotripsina.

A sequéncia continua e os peptideos ndo sobrepostos foram submetidos ao
programa BLASTp para comparar e identificar outras proteinas similares a AfiL. A sequéncia
parcial de AfiL ndo apresentou similaridade com nenhuma familia de lectina ja conhecida,
porém apresentou 33,33% de identidade e 69,26% de similaridade com uma proteina putativa
codificada no genoma da esponja marinha Amphimedon queenslandica XP_019851427.1
(Figura 19).

Figura 19- Alinhamento da estrutura de AfiL, parcialmente obtida por MS/MS, com uma
proteina putativa codificada no genoma da esponja marinha Amphimedon queenslandica.
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Fonte: Elaborado pelo autor. AfiL (Aplysina fistularis lectin), A.queenslandica (Proteina ndo caracterizada da
esponja marinha Amphimedon queenslandica). Alinhamento realizado com o auxilio da ferramenta MultiAlin.

4.3.5 Dicroismo circular

Os espectros obtidos por DC da lectina em questdo, mostraram uma absorcéo

maxima positiva em 190 nm e uma maxima negativa com minimo entre 210 e 220 nm (Figura
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20). A ferramenta de predigdo CONTIN, alocado ao servidor online DICROWEB, mostrou
que a estrutura secundaria tedrica de AfiL ndo apresenta o-hélice (0%) e possui 58% de
estruturas 3 e 42% de estruturas desordenadas. A lectina mostrou-se termorresistente frente as

variacOes de temperatura, ndo permitindo determinar as temperaturas de melting (Tm) na

presenca ou auséncia de ligantes.

Figura 20- Espectro de dicroismo circular de AfiL
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Fonte: Elaborado pelo autor. Espectros de DC em Far-UV
(190-240 nm)

4.3.6 Atividade antibacteriana e aglutinacéo de bactérias

A AfiL ndo foi capaz de reduzir o crescimento planctdnico da cepa S. aureus
ATCC 25923, porém mostrou resultados satisfatérios ao inibir significativamente a formacéo
de biofilmes em todas as concentracfes testadas (Figura 21A). Com relagdo ao numero de
células viaveis somente a menor concentragdo (3,9 pug.mL™) ndo apresentou efeito, as demais
diminuiram na ordem de 0,3 a 1,0 logs.

Na cepa S. aureus ATCC 700698, relatada na literatura como resistente a
meticilina (MRSA), foi observado efeito bacteriostatico de AfiL com CIM de 125 pg.mL* e
efeito inibitério em mais de 70% na formacéo de biofilme em todas as concentracfes testadas,
merecendo destaque na concentragdo de 62 pg.mL™, que inibiu cerca de 100% da formagéo,
em comparacdo com o controle negativo (Figura 21C). E interessantemente notar que o
tratamento ndo causou reducdo no numero de células viaveis do biofilme dessa cepa, do
contrario, houve um aumento significativo na concentracio de 31,2 pg.mL?* na ordem de

aproximadamente 0,3 logs (Figura 21D).



61

Figura 21- Efeito de AfiL sobre a formacé&o de biofilmes das cepas S. aureus
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Fonte: Elaborado pelo autor. Quantificacdo da biomassa dos biofilmes (A, C,) e nimero de células
viaveis presentes nos biofilmes (B, D). Barras brancas representam bactérias tratadas com AfiL,
barras pretas representam bactérias sem tratamento. Significativamente diferente *p< 0,05**
p<0,01***p<0,001 e **** p< 0,0001 em relacéo ao controle.

Dados semelhantes foram encontrados no tratamento das cepas de S. epidermidis.
AfiL ndo apresentou efeito planctnico, porém foi capaz de diminuir significativamente a
formacgédo de biofilme. Em S. epidermidis ATCC 12228, AfiL teve efeito sob o biofilme
formado, diminuindo sua producdo de 30% a 50% nas concentragdes testadas (Figura 22A).
No ensaio sobre a quantificacdo de células viaveis, as cepas mostram-se suscetiveis, com
reducdo significativa no nimero de UFCs nas maiores concentragdes (31,2 a 250 pug.mL™) na
ordem de aproximadamente 0,2 a 1,0 logs (Figura 22B).

Em S. epidermidis ATCC 35984, relatado na literatura como cepas resistentes a
antibidticos B-lactamicos, AfiL apresentou bons resultados, reduzindo mais de 65% a

formacgdo do biofilme nas concentracdes de 62,5 e 250 pg.mL™* (Figura 22C), sendo que,
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apenas a menor concentracdo testada ndo mostrou efeito significativo. Com relagcdo ao
namero de células vidveis presentes no biofilme, a lectina reduziu cerca de 0,3 logs nas
concentragdes de 31,2, 125 e 250 pg.mL™.

Figura 22- Efeito de AfiL sobre a formacéo de biofilmes das cepas S. epidermidis
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Fonte: Elaborado pelo autor. Quantificacdo da biomassa dos biofilmes (A, C,) e nimero de células
viaveis presentes nos biofilmes (B, D). Barras brancas representam bactérias tratadas com AfiL,
barras pretas representam bactérias sem tratamento. Significativamente diferente *p < 0,05**
p<0,01***p<0,001 e **** p< 0,0001 em relagdo ao controle.

A AfiL também mostrou efeito sobre o biofilme da cepa E. coli ATCC 11303,
inibindo cerca de mais de 50% a 75% sua formac&o, nas concentragdes variando de 15,6 a
250 pg.mL? (Figura 23A). Em relacdo ao niimero de células viaveis presentes nos biofilmes,
0 tratamento com a lectina nessa cepa, apresentou os melhores resultados em comparacgéo
com as cepas apresentadas anteriores. Houve uma reducdo significativa de UFCs em todas as
concentragOes testadas, com destaque para a concentracdo de 250 pg.mL™? que diminuiu na
ordem de 1,8 logs aproximadamente (Figura 23B).
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Figura 23- Efeito de AfiL sobre a formacéo de biofilmes das cepas E. coli
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Fonte: Elaborado pelo autor. Quantificagdo da biomassa dos biofilmes (A) e nimero de células
viaveis presentes nos biofilmes (B). Barras brancas representam bactérias tratadas com AfiL,
barras pretas representam bactérias sem tratamento. Significativamente diferente *p < 0,05 **p<
0,01***p<0,001 e **** p< 0,0001 em relac@o ao controle.

Nos ensaios de aglutinacdo bacteriana, foram utilizadas as cepas E. coli ATCC
11303 e S. aureus ATCC 25923. AfiL conseguiu aglutinar somente a espécie S. aureus (Figura
24B). A atividade aglutinante foi inibida quando a lectina foi posta em contato com a-D-

lactose (GalP(1=2>4)a-Glc) (Figura 24C).

Figura 24- Aglutinacdo de S. aureus por AfiL

« B Sl

Fonte: Elaborado pelo autor. A — Espécie S. aureus em solucdo de NaCl 0,85%; B — Espécie S. aureus com
AfiL; C — Espécie S. aureus com AfiL complexada com lactose. As imagens foram obtidas por microscopia
Optica.

4.4 Discussao

Neste trabalho, uma nova lectina foi extraida da esponja marinha Aplysina
fistularis (AfiL), estabelecendo um protocolo de purificacdo a partir do extrato bruto e

utilizando a cromatografia de afinidade em matriz Sepharose™ como principal técnica de
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isolamento.

Devido a alta afinidade das lectinas de esponja para residuos de galactosideo,
matrizes de Sepharose ou conjugadas sdo selecionadas nas primeiras etapas de purificacdo. O
isolamento de ALL de A. lactuca (CARNEIRO et al., 2017a) aconteceu por meio da matriz
goma de guar e para AFL de A. fulva utilizou-se matriz Sepharose (CARNEIRO et al., 2019).
As lectinas AaL de A. archeri e AIL de A. lacunosa foram purificadas em coluna de p-
aminobenzil-B-1-tiogalactopiranosideio-agararose (MIARONS; FRESNO, 2000).

Alguns protocolos para purificacdo de lectinas, podem requerer mais de uma
técnica cromatogréafica para obter sucesso na purificagdo, como realizado por Viana 2021, que
para extrair ACL de A. cauliformis utilizou cromatografia de afinidade em matriz de
Sepharose 4B, troca idnica, exclusdo molecular e de fase reversa.

Trabalhos realizados com lectinas determinam suas massas moleculares relativas,
sob condicBes nativas, utilizando como técnica a cromatografia de exclusdo molecular e as
massas de suas subunidades através da andlise estimada por SDS-PAGE sob condi¢es
desnaturantes, a unido dessas duas técnicas norteia o estudo estrutural da lectina
(GARDERES et al., 2015).

Na auséncia de agentes redutores, AfiL apresentou uma Unica banda de
aproximadamente 70 kDa em SDS-PAGE e na presenca de -mercaptoetanol, duas bandas em
torno de 30 kDa, uma mais larga e outra mais delgada. O perfil migratério de duas bandas em
condicdes redutoras, também foi observado em outras lectinas extraidas do género Aplysina,
como evidenciado em ACL (VIANA, 2021) e AFL de A. fulva (CARNEIRO et al., 2019).
Com base no perfil eletroforético e nos dados de peso molecular nativo de 224 kDa de AfiL, é
possivel sugerir que a lectina seja formada por uma unidade homodimera capaz de forma um
oligbmero com mais duas unidades. Comportamento semelhante também é encontrado em
ACL, em que o autor sugere uma estrutura oligomérica (VIANA, 2021).

No SDS-PAGE as proteinas sdo submetidas a condigdes desnaturantes, abolindo
sua conformacdo, por isso, nem sempre as massas moleculares estimadas se ajustam
perfeitamente aos resultados encontrados na cromatografia de exclusdo molecular. O SDS-
PAGE, além de ser utilizado em estudos de massa aparente, apresenta-se Util em constatar a
presenca ou auséncia de contaminante, evidenciando assim a eficiéncia do processo de
isolamento (GARDERES, 2015), como observado nesse trabalho, ao constatar uma banda
Unica no gel em torno de 70 kDa.

AfiL demostrou ser mais ativa em pH na faixa neutro-alcalino, com seus maiores

titulos de aglutinagdo entre pH 7 e 10. Resultados semelhantes sdo comumente observados em
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outras lectinas de esponjas marinha em que a atividade se dar preferencialmente em zona
alcalina, como em AFL e ALL que apresentaram maiores titulos de aglutinacdo entre pH 7 e
10 (CARNEIRO et al., 2019; CARNEIRO et al., 2017a). Pequenas varia¢fes 6timas de faixas
levemente acidas podem ser observadas entre as lectinas, como em CvL que mostrou melhor
atividade entre pH 6 e 8 (MOURA et al., 2006) e CCL entre pH 6 e 9 (MARQUES et al.,
2018).

A atividade hemaglutinante de AfiL perante as variacbes de temperaturas,
permaneceu inalterada até 50°C e mostrou variacGes de estabilidade em 60°, 70° e 80°C, com
perda total de atividade em 90°C. Observando o comportamento térmico de outras lectinas de
esponjas, em ALL a atividade permaneceu inalterada até 60°C e a lectina foi completamente
desnaturada a 90°C, com perda total de atividade (CARNEIRO et al., 2017a). Em H-1, sua
capacidade de aglutinacdo reduziu gradualmente ndo apresentando estabilidade térmica e foi
totalmente abolido a 70°C, do contrério, H-2 apresentou grande estabilidade, ndo alterando
seu titulo de hemaglutinacdo em todas as temperaturas testadas até 80°C (CARNEIRO et al.,
2013b), 0 mesmo ocorreu com AFL, até 70°C (CARNEIRO et al., 2019).

A desnaturacdo de uma proteina pode ser classificada como reversivel ou
irreversivel. A medida com que a temperatura aumenta o equilibrio estrutural entre estado
nativo e estado desnaturado diminui, até chegar a um ponto que 0 processo se torna
totalmente irreversivel e consequentemente a proteina perde sua total atividade (NELSON;
COX, 2014), fato esse que pode explicar a resisténcias estrutural em pontuais temperaturas de
AfiL. Para Nelson e Cox (2014), uma mudanca abrupta de temperatura pode gerar uma perda
estrutural de uma parte e desestabilizar outras, causando perda total da funcéo.

Avaliando a importancia da presenca ou auséncia de ions divalentes na atividade
hemaglutinanate, observou-se que a AfiL ndo foi afetada pela presenca ou auséncia do ion
Ca?*, e sua capacidade aglutinante persistiu mesmo na presenca do EDTA, um composto
organico que age como agente quelante, formando complexos muito estaveis com ions
metalicos. Isso mostra que AfiL ndo depende de ions metalicos para sua estabilizacéo
estrutural ou interacéo lectina-carboidrato.

A dependéncia do ion calcio varia entre as lectinas de esponjas do género
Aplysina. As lectinas AaL e AIL mostram-se dependente de fons divalentes (Ca* e Mg?")
como mediadores da ligacdo a carboidratos e tiveram sua atividade inibida por EDTA
(MIARONS; FRESNO, 2000; MOURA et al., 2006), do contréario, a atividade de ALL, AFL e
ACL nédo foi afetada pela presenca do agente quelante (CARNEIRO et al.,, 2017a;
CARNEIRO et al., 2019; VIANA, 2021).
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As lectinas extraidas de esponjas do género Aplysina, bem como de outras
esponjas, parecem exibir usualmente, afinidade por galactose e seus derivados com ligacéo do
tipo Galpl—4. AfiL mostrou preferéncia por dissacarideos e galactosideos contendo essa
caracteristica de ligacdo como a D-lactose, D-lactulose e nitrofenil-D-galactosideo, perfil
semelhante encontrado em AFL (CARNEIRO et al., 2019) e ALL (CARNEIRO et al., 2017a).
Outras lectinas de esponjas também mostraram afinidade por dissacarideos como CvL
(MOURA et al., 2006) e CCL (MARQUES et al., 2018).

Analisando a importancia da natureza dos grupos em C1, AfiL ndo reconheceu os
acucares com terminais de elevada hidrofobicidade como o fenil-p-D-galactosideo e 2-
nitrofenil-p-D-galactosideo, do contrario, foi inibida por 4-nitrofenil-a-D-galactosideo e 4-
nitrofenil-B-D-galactosideo. O fato desses dois nitrocompostos aromaticos ndo interferirem no
reconhecimento de AfiL pelo aclcar, pode estar relacionado a dirigéncia do grupo nitro no
anel aromético. A posicdo em orto expde uma maior regido do anel hidrofobico. Por outro
lado, o grupo em para, em 4-nitrofenil-a-D-galactosideo e 4-nitrofenil-B-D-galactosideo,
torna a regidao um pouco menos hidrofdébica pela menor exposicdo do anel aromaético, quando
comparado com os demais agucares mencionados em guestéo.

Tratando-se de glicoproteinas, AfiL foi inibida fortemente por PSM, seguida por
BSM e fetuina. E comum encontrarmos a inibi¢do por mucinas entre as lectinas de esponjas,
algumas até muito especificas que ndo reconhecem nenhum carboidrato simples e se ligam
especificamente a glicoproteinas, como foi o caso de CAL, a lectina de Craniella
australiensis (XIONG et al., 2006), H-1 e H-2 (CARNEIRO et al., 2013b). No caso de H-3 a
lectina ligou preferencialmente PSM, porém foi capaz de reconhecer também N-
acetilgalactosamina (CARNEIRO et al., 2013). Outras lectinas extraidas do género Aplysina
como ALL, AFL e ACL, também foram inibidas por PSM (CARNEIRO et al., 2017a;
CARNEIRO et al., 2019; VIANA, 2021). Ja as lectinas de A. archeri e A. lacunosa foram
inibidas por fetuina e galactosideos (MIARONS; FRESNO, 2000).

A estrutura priméria parcial de AfiL ndo apresentou semelhanca com nenhum
membro das familias de lectina animal, no entanto, ao comparar a lectina com um fragmento
do genoma da esponja marinha Amphimedon queeslandica, observou-se 33,33% de identidade
e 69,26% de similaridade. A H-3 de Haliclona caerulea, também ndo mostrou nenhuma
semelhanga com qualquer lectina conhecida, mas apresentou alta similaridade com uma
proteina putativa codificada no genoma de A. queensalndica (CARNEIRO et al., 2013a).

A estrutura tedrica secundaria de AfiL apresentou 0% de a-hélice. Perfil

semelhante foi encontrado em AFL compostas somente por 2%. ALL e CLL apresentou
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percentual pouco maior de 9% e 10,4% de a-hélice respectivamente, porém com
predominancias de estruturas B, fato este que se tem observado em estruturas secundarias de
esponjas marinhas (CARNEIRO et al., 2019; CARNEIRO et al., 2017a; MARQUES et al.,
2018).

Sreerama e Woody 2003 comparam o0s espectros de dicroismo circular de 16
proteinas ricas em estruturas 3 e comprovam que proteinas do tipo -1 apresentam uma banda
forte em torno de 190 nm e uma banda negativa em torno de 210-220 nm no espectro de
dicroismo. Assim, com base no espectro de AfiL, podemos classifica-la como uma B-proteina,
que por sua vez difere de Pi-proteina por apresentar um ntimero maior de estruturas ¢ uma
razdo com estruturas desordenadas menor que 0,4.

Algumas lectinas de esponjas apresentam grande capacidade de se ligarem a
carboidratos especificos da parede celular bacteriana e, dessa forma, exibirem atividades
antibacterianas (GARDERES et al., 2015; MOURA et al., 2006; CARNEIRO et al., 2017a;
MARQUES et al., 2018; CARNEIRO et al., 2019).

Atualmente os antibidticos atingem principalmente microrganismos em
crescimento exponencial resultando apenas na eliminacdo das células planctdnicas e sdo
pouco eficazes contra os biofilmes, o que promove a busca por agentes adjuvantes que inibam
ou diminuam a formacéo do biofilme (BELOIN et al., 2014). Nesse contexto, AfiL seria um
forte agente adjuvante contra infecgBes bacterianas, visto que além de inibir a formacdo do
biofilme em cepas de bactérias gram-negativas e gram-positivas, causou também efeito
bacteriostatico em cepas resistentes de S. aureus no estado planctonico.

Assim como AfiL, que causou aglutinagdo de S. aureus, outras lectinas de
esponjas também apresentaram capacidade de aglutinar células bacterianas, como CCL que
aglutinou S. aureus, S. epidermidis e E. coli (MARQUES et al., 2018), ALL que aglutinou S.
aureus e E. coli (CARNEIRO et al., 2017a) e a lectina de A. cauliformis, que aprestou essa
atividade para cepa E. coli (VIANA, 2021).

Do ponto de vista biomedico, o processo de aglutinagdo seria um recurso que
poderia contribuir para a eliminagdo de bactérias no foco infeccioso, preparando um campo
antes que as células fagociticas do hospedeiro entrem em acdo, facilitando o processo
fagocitario (TORRENT et al., 2012).

As reagOes de aglutinagdo trazem importantes implicagdes na medicina clinica,
uma vez que esse ensaio pode ser usado para identificar culturas bacterianas e tem sido
comumente utilizado em paises em desenvolvimento para determinar se um paciente teve ou

tem uma infeccdo bacteriana, um exemplo é o teste Widal, usado no diagnostico de febre



68

tiféide, em que se procura a aglutinacdo de Salmonella enterica subespécie typhi em soros de
pacientes na fase aguda (JEMILOHUN; ADEYANJU; BELLO, 2017).

Do ponto de vista biotecnoldgico, uma vez observado a seletividade da lectina por
determinada bactéria, o teste de aglutinacdo poderia ser utilizado como base para projetos de
biodispositivos ou para outras aplicacdes envolvendo captura bacteriana. Gasmi, Ferré e
Herrero (2017) desenvolveram um biossensor especifico a lipopolissacaridos bacterianos
(LPS), utilizando lectinas na interface de reconhecimento. A criacdo foi possivel devido a
capacidade da lectina em reconhecer, aglutinar e reter bactérias gram-negativas (E. coli,
Serratia marcescens, Salmonella enterica e Klebsiella pneumoniae) no sistema. O biossensor
foi capaz de discriminar bactérias gram-negativas de bactérias gram-positiva, possuiu alta

sensibilidade e rapida determinacao.



69

5 CONSIDERACOES FINAIS

A partir dos protocolos estabelecidos, foram purificadas duas novas lectinas de
esponjas marinhas, HiL de Haliclona (Reniera) implexiformis e AfiL de Aplysina fistularis,
ambas coletadas no litoral cearense. O sucesso na purificagdo foi garantido utilizando
cromatografias de afinidade, uma técnica eficiente e amplamente utilizada no isolamento de
lectinas de esponjas. As duas lectinas apresentaram resisténcia térmica e suportaram variagdes
de pH, caracteristicas importantes que mantem a integridade da proteina e sua atividade. As
estruturas primérias das lectinas foram parcialmente determinadas. Na AfiL, houve avango um
pouco maior do que em HiL, por ter encontrado uma lectina putativa codificada no genoma da
esponja marinha Amphimedon queeslandica, que apresentou significativa identidade, porém
ainda é necessaria uma maior investigacdo para elucidar sua estrutura primaria. A descoberta
de novas lectinas de esponjas € de extrema relevancia para o avanco biotecnoldgico dos
recursos naturais, visto que a habilidade dessas moléculas em reconhecer e interagir com
carboidratos bacterianos de cepas patogénicas podem ser Gteis no processo de aglutinacédo
bacteriana ou atuarem na potencializacdo da acdo antibidtica contra bactérias resistentes

produtoras de biofilmes.
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