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RESUMO

Uma das primeiras linhas de defesa dos invertebrados esté relacionada ao reconhecimento dos
patégenos por receptores/proteinas de reconhecimento padrao (PRRs/PRPs) e moléculas de
reconhecimento. Dentre elas, destacam-se as proteinas relacionadas ao fibrinogénio (FRePs)
identificadas nos invertebrados e que, em sua maioria, atuam como PRPs desempenhando
papéis importantes na aglutinagdo microbiana, lise e clearance bacteriano e na defesa
antiparasitaria. Uma lectina relacionada ao fibrinogénio chamada de ELL foi isolada do fluido
celomatico do ouri¢o-do-mar Echinometra lucunter por cromatografia de afinidade em goma
de xantana. ELL € um dimero composto por subunidades de 25 kDa, unidas por uma ligacdo
dissulfeto. A nova lectina foi inibida por glicoproteinas como mucinas tipo II e III de
estdbmago de porco (PSM II e PSM III), mucina submaxilar bovina (BSM) e tiroglobulina. A
sequéncia de aminodcidos de ELL foi determinada por espectrometria de massas. O
mondomero de ELL consiste de 229 aminoacidos, incluindo sete cisteinas envolvidas em trés
ligacdes dissulfeto intracadeia conservadas e uma ligac@o dissulfeto intercadeia. A sequéncia
completa de ELL possui motivos conservados e dominio de fibrinogénio na por¢cdo C-terminal
tipico de proteinas relacionadas ao fibrinogénio. Um modelo tridimensional de ELL foi
previsto por homologia, revelando que a proteina possui dois dominios de reconhecimento a
carboidratos (DRCs), o DRC A esta localizado na regido N-terminal e parece interagir com N-
acetil-manosamina e o DRC B encontra-se na por¢ao C-terminal e pode ligar-se a N-acetil-
galactosamina. Em ensaios de atividade antimicrobiana, ELL foi capaz de inibir o crescimento
de bactérias Gram-positivas patogénicas, além de reduzir a biomassa e viabilidade celular do
biofilme formado por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, evidenciando sua

capacidade de reconhecer patégenos, além da atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: equinodermos; lectina; espectrometria de massas; imunidade inata; bactérias

patogénicas.



ABSTRACT

One of the first lines of defense for invertebrates is related to the recognition of pathogens by
standard recognition receptors/proteins (PRRs/PRPs) and recognition molecules. Among them,
fibrinogen-related proteins (FRePs) that are identified in invertebrates stand out, and that, in
their majority, act as PRPs playing important roles in microbial agglutination, bacterial lysis
and clearance and in antiparasitic defense. A fibrinogen-related lectin called ELL was isolated
from the coelomic fluid of the sea urchin Echinometra lucunter by affinity chromatography
on xanthan gum. ELL is a dimer composed of 25 kDa subunits, joined by a disulfide bond.
The new lectin was inhibited by glycoproteins such as porcine stomach mucins type II and III
(PSM 1I, PSM III), bovine submaxillary mucin (BSM) and thyroglobulin. The amino acid
sequence of ELL was determined by mass spectrometry. The ELL monomer consists of 229
amino acids, including seven cysteines involved in three conserved intrachain disulfide bonds
and an interchain disulfide bond. The complete ELL sequence has conserved motifs and
fibrinogen domain in the typical C-terminal portion of fibrinogen-related proteins. A three-
dimensional model of ELL was predicted by homology, revealing that the protein has two
carbohydrate recognition domains (CRDs), CRD A is located in the N-terminal region and
appears to interact with N-acetyl-mannosamine and CRD B is found in the C-terminal and can
bind to N-acetyl-galactosamine. In assays of antimicrobial activity, ELL was able to inhibit
the growth of pathogenic Gram-positive bacteria, in addition to reducing the biomass and cell
viability of the biofilm formed by Gram-positive and Gram-negative bacteria, showing its

ability to recognize pathogens, in addition to antimicrobian activity.

Keywords: echinoderms; lectin; mass spectrometry; innate immunity; pathogenic bacteria.
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1 INTRODUCAO
1.1 Equinodermos

Os equinodermos (do grego equino [espinho, ourico] e dermo [pele]) sdo animais
deuterostomios com a pele coberta por tubérculos e espinhos (origem do nome), que possuem
simetria radial (pentarradial em adultos) e esqueleto interno formado por ossiculos calcérios
ou placas calcérias (CARY; HINMAN, 2017; KALININ, 2021). Apresentam um sistema de
canais e tubos derivados do celoma (sistema hidrovascular) que se abre para o exterior
permitindo a saida de apéndices utilizados para a locomog¢dao (VARGAS; ZARDOYA, 2012;
NEWTON; DENNIS, 2021). Os principais representantes do Filo Echinodermata sdo estrelas-
do-mar, ofiuroides, ouri¢os-do-mar, pepinos-do-mar, bolachas-do-mar e os lirios-do-mar

(Figura 1).

Figura 1- Exemplos de equinodermos.

Fonte: Compilagio do autor!. Legenda: A - Estrela-do-mar; B — Ofiuréides; C - Ourigo-do-mar; D -
Pepino-do-mar; E - Lirios-do-mar; F - Bolacha-do-mar.

! Montagem de imagens coletadas dos sites: (A) http://www.trilhasemergulho.com.br; (B) https://www.poisson-
or.com; (C) https://calphotos.berkeley.edu; (D) https://petfriends.com.br; (E) https://st.depositphotos.com; (F)
https://c1.staticflickr.com.
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Além disso, o sistema hidrovascular é responsdvel por realizar fun¢des basicas,
como coleta e transporte de alimentos, locomocgdo e respiragcdo, além de concentrar neurdnios
sensoriais nas extremidades dos pés (CLARK et al., 2017).

O Filo Echinodermata compreende um grupo de animais marinhos com cerca de
7.000 espécies atuais e 13.000 espécies fosseis, classificados atualmente em 300 familias e
2.000 géneros (ITIS, 2013). Sdo animais que possuem uma grande variedade de tamanho,
sendo encontrados organismo com 10 mm de comprimento, Rhabdomolgus ruber (pepino-do-
mar) até espécies com mais de 3,3 m de comprimento, Synapta maculata (pepino-do-mar) e 1
m de didmetro Evasterias echinosoma (estrela-do-mar) (VARGAS; ZARDOYA, 2012).

Os equinodermos sdo exclusivamente marinhos e vivem da linha de costa as
profundezas abissais. Sdo especialmente interessantes por seu extenso registro fossil, plano
corporal pentarradial (com planos assimétricos intermedidrios), variedade de padrdes
morfoldégicos, propriedades biomecanicas incomuns e grande diversidade em ambientes

marinhos (O’HARA; BYRNE, 2017; KALININ, 2021).

1.2 Filo Echinodermata

O filo Echinodermata surgiu no periodo Cambriano, hd cerca de 600 milhdes de
anos e devido ao abundante registro fossil, sdo reconhecidas cerca de 25 classes. Existem as
formas pés-paleozdicas que podem ser observadas hoje e sdo classificados em cinco classes
(Crinoidea, Asteroidea, Ophiuroidea, Holothuroidea e Echinoidea), enquanto que as demais
classes sao Paleozéicas (KUDTAKAR; CAMERON, 2017; O’HARA; BYRNE, 2017).

Os equinodermos atuais mantém as caracteristicas mais importantes do filo
Echinodermata. Este filo divide-se, com base nas caracteristicas morfolégicas, em dois
subfilos: 1) Eleuterozoa, que normalmente sdo de vida livre e os mais antigos tém a boca
orientada para o substrato, e incluem quatro classes (Echinoidea, Asteoidea, Holothuroidea e
Ophiuroidea); e 2) Pelmatozoarios, no qual os individuos adultos vivem fixados ao substrato
com a boca orientada para cima e tém como Unicos representantes atuais os equinodermos da
classe Crinoidea (VARGAS; ZARDOYA, 2012).

A classe Echinoidea representa os equinodermos de movimento livre, que
possuem espinhos méveis que recobrem o corpo, forma circular ou oval, e o corpo € esférico
ou achatado ao longo do eixo oral/aboral. A classe € interessante pois existem membros com
simetrias tanto radial (caracteristica do filo) quanto bilateral (RUPPERT et al., 2005). (Figura
2).
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Figura 2- Morfologia do ouri¢o-do-mar.

Placa
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Fonte: https://planetabiologia.com/wp-content/uploads/2014/12/Anatomia-do-
Ouri%C3%A70.jpg.

Os equinodermos radiais da classe Echinoidea sdo conhecidos como ouri¢os-do-
mar, estes animais possuem o corpo relativamente esférico com vdrios espinhos méveis. O
corpo do ourico pode ser divido em dois polos (oral/aboral), no polo oral, encontra-se a boca
que € voltada para o substrato e uma membrana peristomial, ainda neste polo pode-se
observar a presenca de pés ambulacrais bucais e projecdes chamadas de branquias. O polo
aboral contém o periprocto (anus) e cinco se¢des contendo pés ambulacrais para a
movimentacdo (AGNELLO et al., 2017; KALININ, 2021).

Equinoideos bilaterais conhecidas como bolachas-do-mar, apresentam adaptacdes
para escavar na areia. Em contraste aos ouricos, as bolachas apresentam uma concha recoberta
por pequenos espinhos, sdo achatadas e os pés ambulacrais sdo modificados para realizar
trocas gasosas (O’HARA; BYRNE, 2017; RUPPERT et al., 2005).

Em geral, ouricos e bolachas-do-mar alimentam-se principalmente de algas,
porém podem ser generalistas dependendo da area em que vivem. O fluido celomdtico € o
principal meio para o transporte interno e realizacdo de trocas gasosas, quanto a reprodugdo,

sdo animais dioicos e o desenvolvimento larval é externo (RUPPERT et al., 2005).
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1.3 Lectinas

1.3.1 Historico

Proteinas aglutinantes de eritrécitos sdo conhecidas desde o final do século XIX,
inicialmente eram denominadas de fitohemaglutininas ou fitoaglutininas por serem
encontradas em extrato de plantas (SHARON; LIS, 2004). Porém, ao passar dos anos tais
proteinas foram sendo descobertas em outros organismos, como fungos, algas, animais e virus
(SAMPAIO et. al., 1998).

O termo lectina (do latim legere, escolher, selecionar, optar) foi proposto em 1954
para denominar aglutininas com habilidade de distinguir eritrécitos de diferentes tipos
sanguineos (BOYD; SHAPLEIGH, 1972). O termo lectina foi generalizado para todas as
aglutininas especificas de carboidratos e de origem ndao imune (SHARON; LIS, 1972).

As lectinas eram pouco evidenciadas no meio cientifico, até que duas grandes
descobertas na década de 1960 mudaram este cendrio. A primeira estd relacionada a
descoberta da PHA (Phaseolus vulgaris agglutinin) por Peter C. Nowell, lectina do feijao
vermelho que € capaz de estimular linf6citos a entrarem em mitose. Tal descoberta impactou a
imunologia, pois acreditava-se que os linfécitos eram células incapazes de dividir-se ou
diferenciar-se (NOWELL, 1960).

A segunda foi a descoberta da WGA (wheat germ agglutinin) por Joseph Aub,
lectina capaz de aglutinar preferencialmente células malignas (AUB et al., 1965), assim
iniciava-se a utilizacdo de lectinas para estudo do céncer.

Em 1965, foi introduzida a cromatografia de afinidade, uma técnica que facilitava
o isolamento das lectinas. Essa metodologia conduziu a um rdpido aumento no nimero destas
proteinas purificadas (SHARON, 2008). A partir dai a propriedade biolégica das lectinas vem
sendo utilizada como ferramenta bioquimica em estudos de interacdo com carboidratos, na

imunologia e em diversas outras areas.

1.3.2 Lectinas de animais

Em 1986, Mitchell e Reichert publicaram um artigo relatando o estudo sobre o
veneno de cascavel, e nele havia a descricao explicita da aglutinag¢do, apesar do termo lectina
ndo ter sido usado. Este artigo foi publicado dois anos antes da primeira descricao de Herman

Stillmark da atividade de lectina de planta (KILPATRICK; GREEN, 1992). Mitchell, na
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verdade, observou a atividade de lectinas de veneno de cascavel antes de 1860, sendo assim, o
primeiro pesquisador a explorar a atividade de lectina animal (KILPATRICK, 2002).

A primeira lectina animal foi isolada de uma enguia por Watkins e Morgan em
1952, que mostrou ser especifica a L-fucose. Nos anos posteriores, foram isoladas as lectinas
do caranguejo-ferradura, Tachypleus tridentatus (MARCHALONIS; EDELMAN, 1968) e do
escargot, Helix pomatia (HAMMARSTROM; KABAT, 1969). David Kilpatrick definiu
lectinas animais como “proteinas ou glicoproteinas que reconhecem e interagem com
carboidratos especificos, sem participarem do metabolismo dos mesmos € nem pertencerem a
qualquer das principais classes de imunoglobulinas” (KILPATRICK, 2000). Posteriormente,
Sampaio definiu lectinas como proteinas capazes de se ligarem reversivelmente a carboidratos
especificos, sem modificar a estrutura dos mesmos (SAMPAIO et al., 2002).

Lectinas de animais apresentam diversas fungdes, tais como encaminhamento
intracelular de glicoconjugados e chaperonas moleculares durante a sintese de glicoproteinas,
dentre outras (KILPATRICK, 2002). Porém a principal fun¢do das mesmas € atuar como
moléculas de reconhecimento dentro do sistema imunoldgico, e este papel pode ser dividido
em quatro categorias: 1) defesa direta; 2) reconhecimento e trafico dentro do sistema
imunoldgico; 3) regulacdo imune; e 4) prevencdo da auto-imunidade (KILPATRICK, 2002).

Inicialmente as lectinas de animais foram divididas em duas familias, as lectinas
do tipo S, dependentes de sulfidrila e as lectinas tipo C, dependentes de cédlcio. Todavia com
os avangos dos estudos de caracterizacdo estrutural, tais premissas citadas anteriormente se
tornaram obsoletas. Atualmente, as lectinas de animais estdo classificadas em familias
relacionadas aos dominios de reconhecimento a carboidratos, como: Calnexinas, tipo P, tipo
M, tipo L, tipo C, tipo R, tipo S, tipo F, ficolinas e lectinas do tipo quitinase (KILPATRICK,
2000; LAVANYA et al., 2014).

1.3.3 Lectinas de equinodermos

Nos dltimos anos, um nimero significativo de lectinas presentes em invertebrados
marinhos foi isolado, e os estudos sugerem que elas representam um componente importante
na defesa destes organismos, sendo parte do sistema imune inato dos animais (PEES et al.,
2016).

Quando comparamos o numero de lectinas isoladas de invertebrados marinhos
com a diversidade de lectinas purificadas de vertebrados e plantas, notamos que hd uma

escassez em trabalhos voltados para esta categoria de animais (MELO er al.,, 2014). Em
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alguns filos de invertebrados, incluindo Echinodermata, existem trabalhos relacionados a
deteccao, isolamento e caracterizacio dessas moléculas.

Atualmente, apenas cerca de trinta lectinas foram isoladas de equinodermos,
sendo este um ndmero pequeno se levarmos em consideracdo a quantidade e a diversidade de
espécies existentes. A classe Holothureoidea € a mais explorada pelos lectinologistas,
enquanto as classes Asteroidea, Echinoidea, Crinoidea e Ouphiuroidea possuem poucas
espécies com lectinas isoladas (CARNEIRO, 2017).

A especificidade para galactosideos parece ser uma caracteristica comum entre as
lectinas isoladas do Filo Echinodermata (WANG et al., 2018; DE MELO et al., 2014;
HATAKEYAMA et al. 1994). Entretanto, ja fora descrita a especificidade para manose
(BULGAKOV et al., 2013; BULGAKOV et al., 2007; BULGAKOV et al., 2000), GlcNAc
(SEIKE; SHIBATA; SUYEMITSU, 1992) e carboidratos complexos (GIGA;
IKAI; TAKAHASHI, 1987).

A organizagdo estrutural e a massa molecular das lectinas de equinodermos podem
ser muito varidveis, ja tendo sido relatada a existéncia de subunidades entre 15.000 e 114.000
Da, formando ocasionalmente, dimeros, tetrdmeros e octidmeros (MOURA et al., 2013;
GOWDA; GOSWAMI; KHAN, 2008; SEIKE; SHIBATA; SUYEMITSU, 1992) ligados por
pontes dissulfeto (BULGAKOV et al., 2007). Além disso, a presenca de isoformas foram
observadas em lectinas de equinodermos (CARNEIRO et al., 2015).

As lectinas de equinodermos apresentam atividades bioldgicas primordialmente
relacionadas a agdo antibacteriana, visto que as mesmas representam a primeira linha de
defesa destes organismos contra infec¢des, atuando como opsoninas, reconhecendo e ligando-
se a patdgenos e posteriormente, desencadeando a fagocitose por células especializadas
(BULGAKOV et al., 2007; BULGAKOV et al., 2013; PETROVA et al., 2009). As lectinas
isoladas dos equinodermos Holothuria scabra, Echinometra lucunter e Apostichopus
(Sticopus) japonicus apresentaram, respectivamente, atividade antibacteriana contra bactérias
gram-positivas e gram-negativas, aglutinacdo em Staphylococcus aureus e aglutinagdo em
Vibrio anguillarum, Escherichia coli e Saccharomyces cerevisiae (CARNEIRO et al., 2015;
GOWDA; GOSWAMI; KHAN, 2008; ONO et al., 2018).

A lectina do pepino-do-mar Cucumaria echinata, exibe atividade hemolitica
contra eritrécitos de sangue humano e de coelho, além de estruturalmente assemelhar-se com
proteinas citotéxicas de plantas (ricina e abrina) (NAKANO et al., 1999). Holothuria grisea,
possui uma lectina denominada HGA, considerada a primeira lectina de invertebrado marinho

que exibe efeito anti-inflamatério (MOURA et al., 2013).
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1.3.4 Estrutura de lectinas de equinodermos

As lectinas de equinodermos tém representantes nas seguintes familias: lectinas
do tipo C, tipo R e RBLs (lectinas ligantes de ramnose) (CARNEIRO, 2017). Além destas,
também sdo encontradas lectinas orfas, isto €, lectinas com estrutura primdria determinada,
mas que ndo pertencem a qualquer familia conhecida.

Lectinas do tipo C sado proteinas que possuem um dominio lectinico do tipo C (C-
Type Lectin Domain - CTLD), o qual € caracterizado estruturalmente por possuir um loop
duplo estabilizado por duas pontes dissulfeto altamente conservadas. Anteriormente essas
lectinas eram reconhecidas como dependentes de cdlcio, porém hoje € notério que nem todo
CTLD ¢€ capaz de ligar-se ao ion célcio (ZELENSKY; GREADY, 2005). As lectinas dos
equinodermos Anthocidaris crassispina e Strongylocentrotus nudus sao exemplos de lectinas
do tipo C (BULGAKOV et al., 2013; GIGA; IKAI; TAKAHASHI, 1987).

Equinoidina, lectina assim isolada a partir do fluido celomético do ouri¢o-do-mar
Anthocidaris crassispina, € uma proteina oligomérica do tipo C, com subunidades contendo
147 aminoécidos e uma massa molecular de aproximadamente 17kDa. Equinoidina teve sua
estrutura primaria elucidada por degradacdo de Edman e as previsdes de estrutura secundaria
revelaram uma proteina rica em folhas beta com poucas estruturas em alfa-hélice. A proteina
mostrou-se semelhante a por¢des de reconhecimento a carboidratos do C-terminal de lectinas
de ligacdo a manose, com possivel funcdo de reconhecimento celular dentro do organismo
(GIGA; IKAIL; TAKAHASHI, 1987).

A lectina isolada do fluido celomético do ourigo-do-mar Strongylocentrotus nudus,
SN-MBL, € uma proteina do tipo C ligante a manose, composta de mondmeros com 144
aminoacidos e massa molecular de 17 kDa, na forma nativa a lectina forma tetrimeros. A
estrutura primaria de SN-MLS foi determina por técnicas de biologia molecular e a estrutura
terciaria proposta por modelagem revela uma proteina com duas cadeias, alfa e beta,
compostas por oito fitas beta e duas alfa-hélices (ELISEIKINA et al., 2004).

As lectinas do tipo R sdo membros de uma superfamilia de proteinas, todas
contendo um dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC) que € estruturalmente
semelhante ao DRC da ricina, proteina téxica isolada de sementes da mamona Ricinus
communis (CUMMINGS; ETZLER, 2009). No Filo Equinodermata, o pepino-do-mar
Cucumaria echinata possui uma lectina (CEL-III) pertencente a esta familia (NAKANO et
al.,1999).

CEL-III € uma lectina hemolitica do tipo R com 432 aminodcidos € um peso
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molecular de 45 kDa. Em comparagdes com outras proteinas, a mesma apresenta similaridade
com a cadeia beta de lectinas de plantas citotoxicas. CEL-III é uma das poucas lectinas de
equinodermos que possuem estrutura tridimensional elucidada, sendo caracterizada por trés
dominios distintos, nos quais dois deles sdo dominios de reconhecimento a carboidratos que
assemelham-se aos motivos conservados da cadeia beta da ricina e o terceiro dominio €
constituido de uma estrutura do tipo beta-sanduiche com duas alfa-hélices (NAKANO et al.,
1999; UCHIDA et al., 2004).

Um importante estudo realizado, a partir da caracterizacdo estrutural de CEL-III,
foi possivel sua expressdo no intestino de mosquitos transgénicos, sendo observado que a
lectina foi capaz de inibir o desenvolvimento esporogdnico de Plasmodium berghei, parasita
causador da malaria (YOSHIDA et al., 2007).

As lectinas ligantes a ramnose (RBLs) estdo inseridas na familia de lectinas
animais que se ligam especificamente a L-ramnose ou D-galactose. Representantes da familia
RBL foram encontrados em mais de 25 espécies de peixes, pertencentes as ordens
Clupeiformes, Salmoniformes, Osmeriformes, Siluriformes, Perciformes e Cypriniformes
(KILPATRICK, 2002; WATANABE et al., 2009).

RBLs foram encontradas ndo apenas em peixes, mas também em ouri¢o-do-mar
(Anthocidaris crassispina), ostra (Pteria penguin) e ascidia (Botryllus schlosseri)
(NAGANUMA et al., 2006; GASPARINI et al., 2008). A maioria das RBLs é composta por
dois ou trés dominios de reconhecimento de carboidratos caracteristicos repetidos em tandem
(RBL DRCs), que consistem em cerca de 95 residuos de aminodcidos e sao classificados em 5
subgrupos com base em sua estrutura de dominio, atividade hemaglutinante em eritrdcitos
humanos e especificidade a aciicar (KILPATRICK, 2002; WATANABE et al., 2009; OZEKI
et al., 1991; NAGANUMA et al., 2006; GASPARINI et al., 2008; NITTA et al., 2007). As
lectinas isoladas dos equinodermos Toxopneustes pileolus € Echinometra lucunter, pertencem
a familia das RBLs (CARNEIRO er al., 2015; SAKAI et al., 2013).

SUL-I, lectina do ourico-do-mar Toxopneustes pileolus, € uma proteina ligante a
ramnose composta por 308 aminoacidos e uma massa de 32 kDa. Sua estrutura primadria foi
determinada por técnicas de biologia molecular e sua estrutura tercidria elucidada por
cristalografia de raios-X. SUL-I é composta por trés dominios distintos com uma estrutura
dobravel semelhante a de CSL3, uma RBL de ovos de salméo (Oncorhynchus keta). A ligacdo
da L-ramnose a lectina € mediada por pontes de hidrogénio nos locais de interagdo compostos
pelos aminoacidos Asp, Asn e Glu, enquanto os residuos Tyr e Ser participam do mecanismo

de reconhecimento. SUL-I é capaz de formar dimeros em solu¢des (HATAKEYAMA et al.,



20

2015; HATAKEYAMA et al., 2017).

ELEL, isolada dos ovos do ourigo-do-mar Echinometra lucunter;, € uma lectina
ligante a ramnose composta por 103 aminodcidos. ELEL é um homodimero unido por pontes
dissulfeto com subunidades de 11 kDa. Sua estrutura primaria foi determinada por
espectrometria de massas e nela existem motivos conservados comumente encontrados em
RBLs. Em ensaios de atividade bioldgica, ELEL mostrou-se capaz de aglutinar bactérias

patogénicas Gram-positivas da espécie Staphylococcus aureus (CARNEIRO et al., 2015).

1.4 Proteinas relacionadas ao fibrinogénio em invertebrados

Proteinas relacionadas ao fibrinogénio ou FRePs constituem uma grande familia
de moléculas, definidas pela presenga de um dominio relacionado ao fibrinogénio. Essas
moléculas sdo encontradas em todos os animais e sdo diversas em forma e fungcdo. Em
invertebrados sdo importantes na imunidade inata, reconhecendo padrdes moleculares
associados a patégenos em superficies de bactérias via dominio conservado semelhante a
fibrinogénio (FBG) (GORDY; PILA; HANINGTON, 2015; JIANG et al., 2018).

O sistema imune inato € ativado pelos chamados receptores de reconhecimento de
padrées (PRRs), que podem reconhecer os distintos padrdes moleculares associados a
patégenos (PAMPs) (OLIVE, 2012; BEUTLER, 2004). Atualmente, mais de 10 tipos de PRRs
sao encontrados em invertebrados, incluindo FRePs, proteinas de reconhecimento de
peptidoglicanos (PGRPs) (KURATA, 2014), proteinas de ligacdo a bactérias Gram-negativas
(GNBP) (HUGHES 2012), lipopolissacarideos e proteinas de liga¢do B-1,3-glucana ( LGBPs)
(PHUPET et al., 2018; SIVAKAMAVALL et al., 2015), lectinas do tipo C (WEI et al., 2012),
galectinas (SONG et al., 2010), proteinas contendo tioéster (TEPs), receptores scavenger
(SRs), moléculas de adesao celular da sindrome de Down (DSCAMs) e receptores Toll like
(TLRs). Suas conexdes com uma resposta imune inata também sdo investigadas em
vertebrados (QIN er al., 2020; TIAN et al., 2018; WU et al., 2021).

Os dominios do tipo fibrinogénio foram conservados ao longo da evoluc¢ao animal,
estando presentes em eucariotos unicelulares, como o coanoflagelado Monosiga brevicollis e
sdo encontrados em grande abundancia em genomas de cordados, como exemplificado no
anfioxus Branchiostoma floridae (KING et al., 2008).

Os sistemas modelos de artropodes e moluscos ajudaram a compreender os
papéis funcionais que as proteinas relacionadas ao fibrinogénio (FRePs) desempenham na

defesa de invertebrados contra o desafio de patdgenos. As FRePs desses dois filos diferem em
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sua composic¢do estrutural, mas sao unificados pela presenca de dominios de fibrinogénio bem
definidos (HUANG et al., 2008).

Em invertebrados, muitas FRePs também foram identificadas de diferentes
espécies, como molusco (Biomphalaria glabrata; Argopecten irradians), echinodermata
(Strongylocentrotus purpuratus), artropodes (Pacifastacus leniusculus; Marsupenaeus
Jjaponicus) e braquidpodes (Lingua anatina) (ADEMA et al., 1997, TUCKER; CHIQUET-
EHRISMANN, 2009). Elas comumente contém um dominio FBG no C-terminal. O dominio
FBG com aproximadamente 200 residuos de aminodcidos € altamente conservado em todas as
proteinas contendo o dominio FBG, que € responsdvel pela ligacdo a carboidratos e patdgenos
com os residuos hidrofébicos conservados (JIANG et al., 2018). Suas funcdes em
invertebrados tém sido demonstradas na defesa imunoldgica, como reconhecimento de
patogenos e defesa bacteriana (DAI et al., 2017).

Intelectinas, ficolinas e taquilectinas, sdo exemplos de FRePs. As intelectinas sdo
proteinas pertencentes a superfamilia das lectinas e atuam como receptores de ligacdo a
glicanos, reconhecendo epitopos de glicanos em patdégenos dentro do sistema imunolégico
inato (HAYASHIBE; NAKAYAMA; OGASAWARA, 2017). No entanto, as intelectinas niao
possuem quaisquer dominios conhecidos de reconhecimento a carboidratos (CRD), como os
encontrados nas lectinas do tipo C ou do tipo S. Na estrutura do dominio, as intelectinas t€ém
dois dominios altamente conservados denominados FReD (dominio relacionado ao
fibrinogénio) e dominio da intelectina (ID) (CHEN; LI; YANG, 2020; LIN et al., 2009).
Embora o mecanismo de reconhecimento a carboidratos ndo seja totalmente compreendido
em intelectinas, o dominio ID na regido C-terminal, caracteristico da familia, foi avaliado
como um local que possui especificidades para a ligacdo de sacarideos (TSUJI et al., 2007).
Intelectinas foram isoladas de diferentes organismos, como anfioxos (AmphilTLN71469),
peixes (zITLN e zZITLN2) e humanos (hITLN1) (CHEN et al., 2018; CHEN et al., 2016; YAN
etal.,2012; TSUJI et al., 2001).

As ficolinas sdo uma familia de proteinas oligoméricas que consiste em um
dominio semelhante ao coldgeno na regido N-terminal e um dominio semelhante ao
fibrinogénio na por¢do C-terminal. Sdo lectinas que empregam o dominio C-terminal
semelhante ao fibrinogénio como um dominio funcional (GARLATTI et al., 2007,
GARLATTI et al., 2007, TANIO et al., 2007). Até agora, foi demonstrado que quase todas as
ficolinas identificadas apresentam especificidade para carboidratos acetilados como N-
acetilglucosamina (GIcNAc). O residuo GIcNAc terminal estd amplamente presente em

patdgenos, mas ndo em células humanas (KILPATRICK; CHALMERS, 2012; ENDO;
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MATSUSHITA; FUJITA, 2011). Ficolinas foram identificadas em vadrias espécies, incluindo
humanos (ENDO et al., 1996; LU et al., 1996; MATSUSHITA et al., 1996), roedores
(FUJIMORI et al., 1998; OHASHI; ERICKSON, 1998), porco (ICHIJO et al., 1993), ouri¢o
(OMORI-SATOH; YAMAKAWA; MEBS, 2000), ra (KAKINUMA et al., 2003) e ascidia
(KENJO et al., 2001).

Taquelectinas sdo proteinas caracterizadas por possuirem seis dominios repetidos
em tandem, cada uma compreendendo de 33-38 aminoécidos, sendo assim denominadas por
serem identificadas inicialmente no caranguejo-ferradura Tachypleus tridentatus
(KAWABATA; IWANAGA, 1999). Quatro taquelectinas foram isoladas dos hemdcitos de 7.
tridentatus (taquilectinas 1, 2, 3 e 4) e uma do plasma (taquilectina-5) (KAWABATA;
IWANAGA, 1999). Além das lectinas do caranguejo-ferradura, outra taquelectina foi
identificada na esponja marinha Suberites domuncula (SCHRODER et al., 2003).
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Purificar, caracterizar bioquimicamente e determinar a estrutura primdaria de uma
nova lectina presente no fluido celomatico do ourigo-do-mar Echinometra lucunter, e avaliar

a atividade antimicrobiana da lectina isolada.

2.2 Objetivos especificos

e Purificar uma nova lectina presente no fluido celomaético de Echinometra lucunter;

e (Caracterizar a proteina isolada, determinando seu pH e temperatura 6timos, bem
como seus ligantes;

¢ Determinar a massa molecular da lectina;

e Determinar a sequéncia de aminodcidos da lectina;

e Construir um modelo tridimensional para a lectina e avaliar seus possiveis sitios de
reconhecimento a carboidratos;

e Avaliar o potencial antimicrobiano da lectina sobre bactérias na sua forma

planctonica e de biofilmes.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta dos animais

O material de estudo, espécimes do ourico-do-mar Echinometra lucunter, foram
coletados na regido entre marés da praia do Pacheco, localizada no municipio de Caucaia,
litoral oeste do Ceard. A coleta dos animais foi autorizada e regulada pelo 6rgao ambiental
competente (SISBIO ID: 33913-8).

Apos a coleta, os animais foram transportados dentro de caixas térmicas até o
Laboratério de Biotecnologia Marinha — BioMar Lab, localizado no Departamento de

Engenharia de Pesca da Universidade Federal do Ceara.

3.2 Preparacao do extrato

O fluido celomdtico foi extraido com uma pipeta plastica apds a remocao da
lanterna de Aristoteles e mantido a temperatura ambiente por 1 hora para que houvesse a
coagulacdo de células. Os codgulos foram removidos e o fluido centrifugado a 8.000 xg, por
20 minutos, a 4 °C. O sobrenadante, denominado extrato bruto, foi armazenado a -20 °C para
posterior utilizagdo. A utilizagdo do patrimdnio genético do animal foi autorizada e

regulamentada pelo 6rgdo competente (SISGEN ID: ACC97AD).

3.3 Determinacao da atividade hemaglutinante

Os testes de hemaglutinagdo foram realizados com a utilizacdo de eritrdcitos
humanos do sistema ABO, obtidos junto ao Centro de Hematologia e Hemoterapia do Ceara
(HEMOCE). Apo6s a obtengdo dos tipos sanguineos, suspensdes de eritrocitos nativos a 3%
em NaCl 150 mM (v/v) foram preparadas mediante lavagem das células com NaCl 150 mM

Os ensaios de hemaglutinacdo foram realizados seguindo o método da dupla
diluicdo seriada em placas de microtitulacdo de fundo em V, de acordo com metodologia
previamente estabelecida (SAMPAIO et al., 1998). A amostra permaneceu incubada por 1
hora em temperatura ambiente e a atividade hemaglutinante foi observada macroscopicamente
e expressa em titulos de hemagutina¢do (U.H.), unidade inversa da maior dilui¢do de amostra

capaz de aglutinar eritrécitos.
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3.4 Estudo de inibicao da atividade hemaglutinante

Na inibicdo da atividade hemaglutinante foram testados carboidratos e
glicoproteinas frente ao extrato bruto e, posteriormente, frente a lectina purificada, com a
finalidade de determinar a minima concentracio de carboidratos capaz de inibir a aglutinagdo
de eritrdcitos.

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

O teste de inibicdo da atividade hemaglutinante foi realizado em placas de
microtitulacdo de fundo em V, no qual foram adicionados aos po¢os 50 puL da solugdo da
lectina em tampao Tris 20 mM, pH 7,6 contendo NaCl 150 mM e CaCl; 20 mM (TBS/Ca**) e
50 pL das solugdes de agucares. Os resultados observados foram expressos em unidade de
concentracdo minima de carboidratos e/ou glicoproteinas capaz de inibir a atividade

hemaglutinante (SAMPAIO et al., 1998).

3.5 Purificacao da lectina

O extrato bruto foi descongelado e centrifugado a 8.000 xg, por 20 minutos, a 4
°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi submetido a cromatografia de afinidade
em matriz de goma de xantana (Sigma Aldritch). A coluna (3,0 x 22,0 cm) foi previamente
equilibrada TBS/Ca®". Apés adicdio do extrato bruto, a coluna foi lavada com o tampdo de
equilibrio e os eluatos foram monitorados por espectrofotometria a 280 nm. Quando a
absorbancia apresentou leitura abaixo de 0,02, as moléculas adsorvidas na matriz foram
eluidas com tampao Tris 20 mM, pH 7,6 contendo NaCl 150 mM e EDTA 20 mM. O material
retido foi coletado em fracdes de 3 mL. As fragdes que apresentaram atividade
hemaglutinante (pAF) foram reunidas, dialisadas sucessivamente contra solucao de CaCl» 20

mM e dgua destilada, liofilizadas e posteriormente submetida a cromatografia de gel filtragdo.
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O pAF liofilizado foi solubilizado em tampao TBS/ Ca** contendo Triton 0,1% e
submetido a cromatografia de filtracdo em gel, em coluna BioSuite SEC HR (0,78 x 30 cm),
acoplada a sistema Acquity UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography, Waters
Corp.). A coluna foi previamente equilibrada com TBS/Ca’* adicionado de Triton 0,1% e a

I e sendo

cromatografia foi realizada no mesmo tampdo, com um fluxo de 0,4 mL.min
coletadas fracoes de 0,4 mL.
As fragdes que apresentaram atividade hemaglutinante foram reunidas, dialisadas,

liofilizadas e armazenadas a -20 °C para ensaios posteriores.

3.6 Avaliacao da pureza e estimativa de massa molecular da lectina purificada

O grau de pureza e homogeneidade da proteina alvo foi avaliado através de
eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE)
(LAEMMLI, 1970). O gel foi submetido a uma corrente de 25 mA e tensdo de 150 V, durante
1 hora. A estimativa de massa foi realizada comparando-se a migra¢ao da lectina com a
migracdo de proteinas de peso molecular conhecido presentes no kit SigmaMarker™ [low
range (Sigma Aldrich, MO): albumina sérica bovina - BSA, 66 kDa; alcool desidrogenase -
ADH, 45 kDa; anidrase carbonica, 30 kDa; tripsinogénio, 24 kDa; inibidor de tripsina, 20 kDa;
lisozima, 14 kDa; aprotinina, 6,5 kDa.

Para estimativa de massa em condi¢des nativas, a lectina isolada foi submetida a
cromatografia de gel filtracdo em coluna BioSuite 250 HR (0,78 x 0,30 cm, tamanho de
particula 5 um) acoplada ao sistema Acquity UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography, Waters Corp.). A coluna foi previamente equilibrada e a cromatografia foi

conduzida em TBS/Ca?*, ao fluxo de 0,4 mL.min"".

3.7 Efeito do pH, temperatura e ions divalentes na atividade hemaglutinante

O efeito do pH na atividade hemaglutinante foi avaliado através de incubagdo da
lectina (1 mg.mL™") por 1 hora com seguintes tampdes: acetato de sédio 100 mM, pH 4 e pH 5,
citrato de s6dio 100 mM, pH 6, Tris 100 mM, pH 7 e pH 8, glicina 100 mM, pH 9 e pH 10,
todos contendo NaCl 150 mM e CaCly, seguido de ensaios da atividade hemaglutinante.

Para avaliar o efeito da temperatura na atividade hemaglutinante, amostras da

lectina, solubilizadas em NaCl 150 mM em concentracoes de 1 mg.mL‘l, foram incubadas em
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diferentes temperaturas (30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C) por 1 h e posteriormente
submetidas a testes de atividade hemaglutinante.

Foi avaliado também o efeito do fon cdlcio na atividade hemaglutinante, onde a
lectina solubilizada foi submetida ao teste de hemaglutinacio em tampao TBS/Ca’** e em

tampao Tris 20 mM, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM e EDTA 20 mM.

3.8 Determinacao de massa molecular através de espectrometria de massas

A massa molecular média da lectina foi determinada por espectrometria de
massas, utilizando um espectrometro de massa UltraFlex [II MALDI-TOF/TOF (Bruker
Daltonics, Germany). A solugdo lectinica (10 pmol uL™!) foi mistura na propor¢iio de 1:1 com
uma solucdo de matriz (CHCA, a-ciano-4-hidroxicindmico, 10 mg.mL‘1 diluido em
acetonitrila, 4gua e 4cido trifluoroacético 50:47:3% v/v). Os espectros foram adiquiridos em
modo linear e positvo, os dados foram processados com o pacote de programas Flex Analysis

3.4 software (Bruker Daltonics, Germany).

3.9 Determinacao da sequéncia de aminoacidos através de espectrometria de massas

Para o sequenciamento de aminodcidos, a proteina foi submetida a eletroforese
(SDS-PAGE-12%) e as bandas proteicas foram excisadas do gel e transferidas juntas para
microtubos de centrifugacao.

Os fragmentos de gel foram descorados e as proteinas reduzidas e alquiladas,
conforme descrito por Shevchenko er al. (2007). A lectina foi digerida com diferentes
enzimas proteoliticas (tripsina, quimiotripsina e pepsina) e a estrutura primdria obtida por
sobreposicdo das sequéncias dos peptideos gerados apds digestao (SHEVCHENKO et al.,
2007; SEIDLER et al., 2010).

As digestdes com tripsina (Promega) e quimotripsina (Roche) foram conduzidas
em bicarbonato de amodnio 50 mM na propor¢ao de 1:50 p/p (enzima:substrato). A digestdo
com pepsina foi conduzida em HCl 10 mM na propor¢do de 1:50 p/p (enzima:substrato).
Todas as digestoes foram mantidas a 37 °C por 16 h.

As digestdes foram paradas através da adi¢dao de 2 pL de acido férmico (5%). Os
peptideos foram extraidos e concentrados seguindo métodos pré-estabelecidos
(SHEVCHENKO et al., 2007).

Os peptideos oriundos das digestdes proteoliticas foram aplicados em matriz de
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fase reversa C18 (75 um x 100 mm) e eluidos por gradiente linear de ACN, contendo AF
0,1%. O espectrometro de massas operou em modo positivo na faixa de m/z 50 a 3000, sob
voltagem do capilar de 3,5 kV e temperatura da fonte de 363 K. As andlises de LC-MS/MS
foram conduzidas de acordo com a fun¢do DDA (Data Dependent Analysis — Andlise
Dependente de Dados), sendo selecionados para andlise de MS/MS {ons precursores com
carga (z) entre 2* e 47

Os ions selecionados foram fragmentados por Dissociacdo Induzida por Colisao
(CID), utilizando argénio como gis de fragmentacdo. 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).

3.10 Analises de sequéncia

As pontes dissulfeto intracadeia e intercadeia foram determinadas de acordo com
o servidor web DiANNA 1.1 (FERRE; CLOTE, 2005). O ponto isoelétrico foi determinado
pela ferramenta ProtParam disponivel na plataforma ExPASy (Expert Protein Analysis
System) (https://www.expasy.org/resources/compute-pi-mw).

Buscas de similaridade foram realizadas on line, com sequéncias de proteinas
conhecidas, com 0 auxilio da ferramenta BLASTD, disponivel em

https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cegi?PROGRAM=blastp&PAGE TYPE=BlastSearch&LI

NK LOC=blasthome. A identificacdo de dominios proteicos foi realizada através do servidor

SMART, Simple Modular Architecture Research Tool (LATUNIC et al., 2021).

Os alinhamentos foram realizados pela ferramenta Multalin (CORPET, 1998) e
confirmados com o servidor ESPRIPT 3.0 (ROBERT; GOUET, 2014), a matriz Blossum62-
12-2 foi usada como parametro de alinhamento.

Uma éarvore filogenética ndo enraizada foi construida, baseada no alinhamento
multiplo, pelo algoritmo neighbor-joining (NJ), usando o pacote de programas MEGA X
(KUMAR et al., 2018).

3.11 Predicao estrutural

A predicao estrutural de ELL foi realizada através do servidor I-TASSER
(ZHANG, 2008). Inicialmente uma busca por modelos foi realizada pelo LOMETS usando
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como base o PDB. LOMETS ¢ uma abordagem de segmentacdo de meta-servidor contendo
varios programas de segmentacdo, onde cada programa pode gerar dezenas de milhares de
alinhamentos de modelos. O I-TASSER usa apenas os modelos de maior significancia nos
alinhamentos, a significancia € medida pela Z-socre, onde o maior valor de Z-score se reflete
como um alinhamento mais significativo.

Apos esta busca inicial, o I-TASSER através do programa SPICKER produziu
cinco modelos. A confianca de cada modelo foi medida quantitativamente pelo C-score, que €
calculado com base na importancia dos alinhamentos do modelo e nos pardmetros de
convergéncia das simulagdes de montagem da estrutura. A pontuagdo C estd normalmente na
faixa de [-5, 2], onde uma pontuagd@o C de um valor mais alto significa um modelo com uma
confianca mais alta e vice-versa.

Cada modelo foi submetido a uma avaliacdo estrutural usando o servidor SWISS

Model, disponivel em https://swissmodel.expasy.org/assess. Os valores de QMEAN e o

percentual de aminoécidos alocados em zonas favordveis no grafico de Ramachandran foram
usados para validar o melhor modelo.
As funcdes bioldgicas foram deduzidas através do servidor COFACTOR com

base no melhor modelo gerado pelo I-TASSER.

3.12 Inibicao da formacao de biofilme bacteriano

3.12.1 Microrganismos e condicdes de cultura

Os ensaios para avaliar a atividade antimicrobiana foram realizados com as
bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 e
Escherichia coli ATCC 11303. As bactérias foram cultivadas em meio Agar Triptona de Soja
(TSA; Himedia, India) e incubadas a 37 °C por 24 h. Apds o crescimento no meio sélido,
algumas colonias isoladas foram selecionadas, inoculadas em Caldo Triptona de Soja (TSB;
Himedia, India) e incubadas durante 24 h a 37 °C, sob agitagdo constante. Antes do uso, a
densidade celular de cada suspensao bacteriana foi ajustada para uma concentragao final de 2

x 10° células.mL!.

3.12.2 Efeitos da lectina em células planctonicas

Os efeitos da lectina sobre as células planctonicas foram avaliados pelo método de
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microdilui¢do. Resumidamente, a lectina foi diluida em NaCl 150 mM em concentragdes
variando de 6,5 a 400 pg.mL™. O ensaio foi realizado em placas de poliestireno de 96 pocos
por adicdo de 100 pL de células bacterianas, previamente ajustadas 2 x 10° células.mL!, a
cada pogo. As microplacas foram incubadas a 37 °C durante 24 h em agitagdo constante e a
densidade Optica foi avaliada a 620 nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax® I3,

Molecular Devices LLC, CA, EUA).

3.12.3 Ensaio de formacdo de biofilme

Os efeitos sobre a formacdo de biofilme foram avaliados conforme proposto por
Vasconcelos e colaboradores. Placas de poliestireno estéreis de 96 pocos foram preparadas
seguindo 0s mesmos passos anteriormente estabelecidos para o crescimento celular
planctonico. Entretanto, duas placas foram utilizadas: uma para a quantificacdo de biomassa
por cristal violeta e outra para enumeracdo de células vidveis de biofilme (VASCONCELOS

etal.,2014).

3.12.4 Quantificagdo de massa de biofilme

Para quantificar a biomassa total de biofilme formada foi utilizado um método
colorimétrico. Apés o desenvolvimento do biofilme, o contetido de cada pogo foi removido e
os pocos lavados duas vezes com 200 uL. de NaCl 150 mM para remover células fracamente
aderidas. Para fixacdo dos biofilmes foram adicionados 200 pl. de metanol (99%) a cada
poco. Apds 15 min, o metanol foi removido e as placas foram deixadas secar a 25 °C. Em
seguida, 200 pL de cristal violeta foram adicionados a cada po¢o. Apds 5 min, o excesso de
cristal violeta foi removido e as placas foram lavadas duas vezes com 4gua. Por dltimo, 200
puL de dcido acético (33% v/v) foram adicionados aos pocos para dissolver o cristal violeta
ligado a massa do biofilme e a absorbancia foi medida a 590 nm usando um leitor de

microplacas (SpectraMax® I3).
3.12.5 Quantificagdo do niimero de células vidveis de biofilme
Com a finalidade de determinar o nimero de células vidveis, os pocos foram

lavados com NaCl 150 mM e, em seguida, 200 uLL da mesma solu¢do foram adicionados a

cada poco contendo biofilmes. As placas foram mantidas em banho ultrassénico por 10



31

minutos para liberagdo das células envoltas por biofilme. Dilui¢des decimais em série das
suspensdes obtidas foram plaqueadas em meio TSA para permitir a determinagdo da
viabilidade. As placas foram entdo incubadas durante 24 h a 37 °C, e o ndmero de unidades

formadoras de coldnias por mililitro (UFC.mL™") foi determinado.

3.13 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas pelo GraphPad Prism® versao 7.0 do
Microsoft Windows®. Os dados de todos os ensaios foram comparados utilizando anélise de
variancia unidirecional (ANOVA), com teste de Bonferroni post hoc. Os dados foram

considerados significativos quando p < 0,01.
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4 RESULTADOS

4.1 Purificacao da lectina

A lectina presente no fluido de Echinometra lucunter, denominada ELL (E.
lucunter lectin), foi isolada a partir da combina¢do de cromatografia de afinidade em matriz
de goma de xantana e cromatografia de filtracdo em gel, em matriz BioSuite SEC HR 250
(0,78 x 30 cm), acoplada em um sistema Acquity UPLC (Ultra Performance Liquid
Chromatography, Waters Corp.).

Apos a cromatografia de afinidade em matriz de goma de xantana (Gréfico 1), as
fracdes ndo adsorvidas e adsorvidas apresentaram atividade hemaglutinante. As fracdes
adsorvidas (pAF) foram coletadas reunidas, dialisadas, liofilizadas e armazenadas para os

ensaios posteriores.

Grifico 1- Cromatografia de afinidade em matriz de goma de xantana do extrato de
Echinometra lucunter.
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Fonte: o Autor (2021). Foram aplicados 60 mL de extrato em matriz de goma de xantana (3,0 cm x
22,0 cm), a mesma foi equilibrada e lavada com tampao Tris 20 mM, pH 7,6 contendo NaCl 150 mM
e CaCl 20 mM. As fragdes adsorvidas foram eluidas com tampao Tris 20 mM, pH 7,6 contendo NaCl
150 mM e EDTA 20 mM. O fluxo foi mantido em 3 mL.min"! e fra¢des de 2,5 mL foram coletadas.
pAF (fracdes adsorvidas).

A segunda etapa cromatogréfica foi realizada em coluna de gel filtracdo BioSuite
SEC HR 250 (Gréfico 2). ELL mostrou um perfil de elui¢do com apenas um pico simétrico

que apresentou atividade hemaglutinante.
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Griafico 2 — Perfil cromatografico de ELL em gel filtracdo.
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Fonte: o Autor (2021). Cromatograma da exclusdao molecular em coluna BioSuite SEC HR 250, equilibrada com
Tris 20 mM, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM, CaCl 20mM e Triton 0,1%.

4.2 Atividade hemaglutinante

O fluido celomdtico do ourigco-do-mar E. [ucunter, apresentou atividade
hemaglutinante apenas contra eritrécitos humanos do tipo sanguineo O, na forma nativa.
ELL mostrou padrdo de aglutinacdo semelhante ao do extrato bruto, aglutinando

os eritrocitos humanos do tipo sanguineo O (Tabela 1).

Tabela 1— Atividade hemaglutinante de ELL contra eritrécitos humanos do tipo
sanguineo O.

Fracio Eritrocitos humanos Titulo (UH.mL"")
Extrato Bruto 0] 8
PI (TBS + Ca*") 0] 64
pAF (TBS + EDTA) O 16
ELL O 16

Fonte: o Autor (2021). PI e pAF, sdo fragdes nao adsorvidas e adsorvidas, respectivamente,
obtidas a partir de cromatografia de afinidade. ELL € a proteina obtida apds a cromatografia
de exclusdo molecular.

4.3 Inibicao da atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante de ELL ndo foi inibida por qualquer dos agucares
simples testados, apenas pelas glicoproteinas mucina de estdbmago de porco tipo 2 (PSM-II),

mucina de estdbmago de porco tipo 3 (PSM-III), mucina submaxilar bovina (BSM) e
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tiroglobulina bovina, com concentra¢do inibitéria minima (CIM) de 0,125; 0,031; 0,25; e 1,0

mg.mL!, respectivamente (Tabela 2).

Tabela 2— Inibi¢do da atividade hemaglutinante de ELL.

Glicoproteinas CIM*

PSM-II 0,125 mg.mL!
PSM-III 0,031 mg.mL!
BSM 0,25 mg.mL!
Tiroglobulina 1,0 mg.mL"!

Fonte: o Autor (2021). *Concentragao inibitéria minima.

4.4 Avaliacao da pureza e estimativa de massa molecular da lectina purificada

Em SDS-PAGE, sob condi¢des ndo redutoras, ELL apresentou duas bandas com
massas moleculares aproximadas de 50 kDa (Figura 3A). Na presenca de -mercaptoetanol
foram observadas também duas bandas, mas com massas préoximas a 30 kDa. Esses resultados
indicam que ELL € uma mistura de duas isoformas, as quais sdo diméricas e suas cadeias sao

mantidas por pontes dissulfeto (Figura 3B).

Figura 3 — SDS-PAGE da cromatografia de afinidade.
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Fonte: o Autor (2021). A: SDS-PAGE 15% (M) Marcador S8445
— SigmaMarker (97, 66, 55, 45, 29 e 14 kDa), (1) fracdo ndo
retida, (2) ELL 15puL (4 mg/mL). B: SDS-PAGE 15% (M)
Marcador de peso molecular (66, 45, 30, 20, 14 e 7 kDa), (1)
ELL 15pL (4 mg/mL) + p-mercaptoetanol 5%.
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4.5 Efeito do pH, temperatura e ions divalentes na atividade hemaglutinante

O pH 9 foi aquele no qual ELL apresentou maior atividade hemaglutinante (8
U.H.). Abaixo deste valor, a atividade foi de 4 U.H. até pH 7, tendo sua atividade abolida em
pH 4, enquanto que, em valores de pH acima do pH 9, a atividade se manteve em 4 U.H.
(Grafico 3).

A atividade hemaglutinante da lectina contra eritrécitos humanos do tipo O, foi

abolida na presenga de EDTA, mas restabelecida por meio da adi¢io de fons Ca®* (dados ndo

apresentados).

Griéfico 3 — Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante de ELL.
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Fonte: o Autor (2021).

ELL apresentou estabilidade térmica, mantendo sua atividade de 16 U.H. até
50 °C, diminuindo gradativamente com a elevacdo da temperatura, sendo a atividade

hemaglutinante totalmente abolida na temperatura de 80 °C (Grafico 4).
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Griafico 4 — Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante

de ELL.
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Fonte: o Autor (2021).

Ao avaliar o efeito da presenca e auséncia de fons divalentes na atividade
hemaglutinante foi constatado que a lectina foi afetada pela presenca e auséncia do fon Ca**

testado, ndo sendo capaz de aglutinar eritrécitos de sangue humano na presenga de EDTA.
4.6 Determinacao de massa molecular através de espectrometria de massas

A andlise de ELL por MALDI-TOF revelou dois ions majoritarios com m/z de
25.37745 Da e 27.29245 Da, sugerindo a existéncia de duas formas da lectina: ELL-a e ELL-
b (Figura 4). Estes ions provavelmente representam as formas duplamente carregadas
(M+2H") de ELL, visto que em SDS-PAGE, a massa da lectina sob condi¢des nao redutoras

foi estimada em 50 kDa.
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Figura 4 — Espectro de massas MALDI-TOF/TOF de ELL.
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Fonte: o Autor (2021).
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4.7 Estrutura primaria de ELL

Os peptideos oriundos de digestdes com tripsina, quimiotripsina e pepsina foram
sequenciados por MS/MS (Tabela 3). A estrutura primdria de ELL foi obtida pela
sobreposicdo dos peptideos ao serem comparados com a sequéncia de aminodcidos de uma
proteina (LOC115924551) ndo caracterizada do ouri¢o-do-mar, Strongylocentrotus

purpuratus.

Tabela 3- Sequéncias de aminodcidos dos peptideos de ELL. (Continua).

Massa

Peptideo Sequéncia A (Da)
Observada Calculada
Tl TDVVFK 707.3168 707.3854  0.07
T2 GTGASAHNDQWNR 1412.4843 1412.6182 0.13
T3 VTCLPGGTSK 1018.3796 1018.5118 0.13
T4 VTCLPGSSSK 1034.3358 1034.5067 0.17
TS VNCNMDLEGGGWAR 1577.5023 1577.6715 0.17
T6 YLESAGLYR 1070.3989 1070.5397 0.14
T7 YLESAGLYR 1070.4437 1070.5397 0.10
T8 VTGCIPGSSSK 1091.4293 1091.5281 0.10
T9 LEFPSGSVDR 1105.3142 1105.5404 0.23
T10 IEFPSGDVDR 1133.4038 1133.5353 0.13
T11 IEFPSGDVDR 1133.4327 1133.5353 0.10
T12 LEGFPSGSVDR 1162.4420 1162.5618 0.12
T13 FLVQTDVVFK 1194.5664 1194.6648 0.10
T14 MKADDSVNPSR 1218.3248 1218.5663 0.24

T15 FKADDSVNPSR 1234.4089 1234.5942  0.19
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Tabela 3- Sequéncias de aminodcidos dos peptideos de ELL. (Continuacdo).

Massa

Peptideo Sequéncia A (Da)
Observada Calculada
T16 GASAHNDQWNR 1254.4092 1254.5490 0.14
T17 GLSKPFFFQSLFFSPR 1903.9248 1903.9984 0.07
T18 FFKSLFFSPR 1274.5206 1274.6812 0.16
T19 VNCNMDIEGGGWARYGR 1952.7101 1953.8574 1.15
T20 GTGASAHNDQWNR 1412.4756 1412.6182 0.14
T21 SVCADTASDFYYLESAGLYHK 2395.8821 2396.0630 0.18
T22 VFCEMDIEGGGWAR 1625.5837 1625.6967 0.11
T23 VFCEFDLEGGGWAR 1641.5583 1641.7246 0.17
T24 SLPWLEDTPLFLPDYGNDHTR 2484.8921 2485.1914 0.30
T25 YTWDGSYYFVYAK 1661.6152 1661.7402 0.13
T26 SLPWLEESPLFGIPDYGNDHTR 2542.9265 2542.2129 -0.71
T27 NKYTWDGSYYFVYAK 1903.8782 1903.8781 0.00
T28 CGQGGGLPTANGLSKPFFFQSLFFSPR 2916.2083 2916.4380 0.23
T29 SNQGTTWNYVDEDAAELTLDIINASEVK 3095.2729 30954570 0.18
T30 SLPWLEESPLFIPDYGNDHTRIEFPSGSVDR 3572.5132 3572.7212 0.21
T31 QLHPLYLSGCPTTANCGSLGTPTNPALSCEHLK 3593.4399 3593.7065 0.27
T32 SLPWLEESPLFIPDYGNDHTR 2485.0615 2485.1914 0.13
Q1 TTRSLPW 859.3410 859.4552  0.11
Q2 KFKADDSVNPSRL 1475.5726 1475.7732 0.20
Q3 SPRGTGASAHNDQW 1482.5321 1482.6600 0.13
Q4 GRSDQGTTW 1006.3951 1006.4468 0.05
Q5 VDEDATLETL 1104.3396 1104.5187 0.18
Q6 GTGASAHNDQW 1142.3292 1142.4741 0.14
Q7 KSVCADTASDF 1199.4255 1199.5128 0.09
Q8 SCEHLKSVCADTASDFY 1988.6526 1988.8245 0.17
Q9 NRFLVQTDVVF 1336.6232 1336.7139 0.09
Q10 FIPDYGNDHTRIEFPSGSVDRVTCIPGSSSK 3437.4075 3437.6311 0.22
Q11 KMKADDSVNPSRL 1459.5786 1459.7452 0.17
Q12 TTRSLPWLEESPL 1527.6320 1527.7933 0.16
Q13 DIINASEVKEMTDL 1576.6820 1576.7654  0.08
Q14 FSPRGTGASAHNDQW 1629.5909 1629.7284 0.14
Q15 LEESPLFIPDYGNDHTRIEFPSGSVDRVT 3289.4407 3289.5891 0.15
Qle6 CGQGGGLPTADGLSKPF 1660.6611 1660.7880 0.13
Q17 DIINASEVKEMTDLKY 1867.8170 1867.9237 0.11
Q18 GTPTNPALSCEHL 1409.6268 1409.6238 0.00

Fonte: o Autor (2021). Peptideos oriundos de digestdo com tripsina (T) e peptideos obtidos de digestdo com
quimiotripsina (Q).

O sequenciamento revelou uma cadeia polipeptidica de 229 residuos de
aminodcidos com uma massa molecular tedrica de 25.392 Da e ponto isoelétrico de 5,19. No
entanto, o valor de massa € inferior a massa molecular determinada por MALDI-TOF.

Em comparacdo a ELL-a (25.377), a massa determinada por sequenciamento € 15
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Da maior, esta diferenca pode ser atribuida a oxida¢do de um residuo de metionina, causando
um possivel erro de interpretacdo durante o sequenciamento sendo confundida com um
residuo de fenilalanina.

Em comparagdo a ELL-b (27.291), a massa determinada por sequenciamento &
1.914 Da menor, esta diferenca pode ser atribuida a presenga de glicosilagdo, uma vez que um
sitio de N-glicosilacdo foi observado na sequéncia (**NAS). No entanto, nenhum peptideo
contendo carboidratos ancorados foi encontrado.

A sequéncia de aminodcidos de ELL estd representada na figura 5. Sete cisteinas
foram encontradas, das quais seis delas parecem estar envolvidas em ligacdes dissulfeto
intracadeia, enquanto uma cisteina parece formar uma ligacdo dissulfeto entre as duas
subunidades. De acordo com o servidor web DiANNA 1.1 (FERRE; CLOTE, 2005), as
cistefnas estio emparelhadas da seguinte forma: '°Cys-Cys'®, ?Cys-Cys*® e >’Cys-Cys!”,
enquanto '’Cys estd envolvida na manuten¢io do dimero. Um local de glicosilagdo (NAS) foi
identificado na sequéncia. Micro heterogeneidades foram observadas em cinco posi¢des: 53
(H/R); 56 (F/N); 58 (E/N); 161 (S/D) e 172 (S/T).

Um tnico amino4cido nio foi encontrado através do sequenciamento (*Y), este
aminodcido foi assinalado por conta da similaridade observada entre ELL e uma proteina nao

caracterizada encontrada no genoma de Strongylocentrotus purpuratus (LOC115924551).

Figura 5 - Sequéncia de aminodcidos de ELL.

QLHPLYLSGC PTTANCGSLG TPTNPALSCE HLESVCADTA SDEYYIESAG LYHKVECEMD IEGGGWARYG

[ TI99.05 [ ——— 78294 | | ————TE13.78 | |
[ —————— CBed.24______ |

RENQGTTWNY VDEDAAEITL DIINASEVEE MTDLEYNREFL VQTDVVFKMK ADDSVNPSEL TTRSLPWLEE

____________ T033.08 | | ———T598.24__ | | ——T6L0.17_ | | ——————

(5037 | | ——————(935.42__ || ——_(669.3¢___ | | ____(C730.Bl___| |___(768.82__

SPLFIPDYGN DHTRIEFPSG SVDEVTCIPG SSSECGQGGG LPTANGLSEP FFEQSLEFSP RGTGASAHND
mE29 .63 LLE 27 £18.18 979 .4 207,32
—_TBI9%.e3__ _ |——T“5"“——| |__Tal_.1___| | _____________ T"""']“ ___________ | |__T._-.=.é_

e pTs4. 67T ____ | | ————— C815.80___

QWN BNEYTWDGSY YEVYAK
———— | | ————— T953.45____|

Fonte: o Autor (2021). Os peptideos originados por diferentes digestdes sdo representados por T (tripsina), C
(quimiotripsina) e P (pepsina). Os aminodcidos sublinhados representam o local de glicosilacdo, aminoécidos
em vermelho mostram as heterogeneidades e o aminoacido realgcado em amarelo nao foi coberto na sequéncia.
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A andlise no servidor on line SMART (LETUNIC et al., 2021) indicou a
existéncia de um dominio relacionado ao fibrinogénio (FReD) na estrutura primaria de ELL.
O dominio est4 localizado entre os aminodcidos *’Leu e '"°Gly.

Em uma busca por similaridade utilizando a ferramenta on line BLASTp, a
sequéncia de ELL foi significativamente semelhante a proteinas putativas do genoma do
ourico Strogylocentrotus purpuratus. ELL apresentou 82, 81 e 80% de identidade com as
proteinas ndo caracterizadas LOC115924550 (XP_030842820.1), LOC105443016
(XP_030842820.1) e LOC115924551 (XP_030842823.1), respectivamente (Figura 5). A
similaridade foi de 90, 90 e 89%, respectivamente (Figura 6).

Figura 6 - Comparacio da sequéncia de aminoacidos de ELL com FRePs de S. purpuratus.
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Fonte: o Autor (2021). Alinhamento multiplo entre a sequéncia de aminoacidos de ELL com as FRePs de
Strongylocentrotus purpuratus (XP_030842820.1, XP_030842820.1 ¢ XP_030842823.1). Aminodcidos em
vermelho representam as regides conservadas. O programa ESPRIPT 3.0 foi usado para construir o alinhamento.
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Quando comparada a proteinas de outros equinodermos, ELL mostrou 45, 45 e
44% de identidade com proteinas ndo caracterizadas das estrelas do mar Patiria miniata
(XP_038062042.1), Acanthaster planci (XP_022085445.1) e uma FReP da também estrela do
mar Asterias rubens (QAA95995.1) (Figure 7). A similaridade observada foi de 61, 64 e 60%,
respectivamente.

Figura 7- Comparacdo da sequéncia de aminoacidos de ELL com FRePs de equinodermos.
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Fonte: o Autor (2021). Alinhamento multiplo entre a sequéncia de aminodcidos de ELL com as FRePs de Patiria
miniata (XP_038062042.1), Acanthaster planci (XP_022085445.1) e Asterias rubens (QAA95995.1).
Aminoacidos em vermelho representam as regides conservadas. O programa ESPRIPT 3.0 foi usado para
construir o alinhamento.

ELL também apresentou identidade com FRePs de cordados, incluindo a
intelectina-1 da ascidia Styela clava (XP_039259439.1), intelectina-1b da ascidia Ciona
intestinalis (XP_018672990.1) e a intelectina-1 do anfioxo Brachiostoma belcheri
(AEUO03833.1). Os valores de identidade foram 41, 41 e 27%, respectivamente. A similaridade
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observada foi de 58, 59 e 42% (Figura 8).

Figura 8 - Comparag¢do da sequéncia de aminodcidos de ELL com FRePs de cordados.
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Fonte: o Autor (2021). Alinhamento multiplo entre a sequéncia de aminodcidos de ELL com as intelectinas de
Styela clava (XP_039259439.1), Ciona intestinalis (XP_018672990.1), e Brachiostoma belcheri (AEU03833.1).
Aminoacidos em vermelho representam as regides conservadas. O programa ESPRIPT 3.0 foi usado para
construir o alinhamento.

Com relagdo aos animais vertebrados, ELL mostrou similaridade de 35%
identidade de 22% com a intelectina do sapo Xenopus laevis (Xenopus embryonic epidermal
lectin — XEEL). Dentre os residuos envolvidos na ligacdo a carboidratos em XEEL somente o

326

Trp°*® estd conservado em ELL. Os trés sitios de ligagdo ao dtomo de cdlcio encontrados em

XEEL também nao estdo conservados em ELL (Figura 9).
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Figura 9 - Comparagao de sequéncia entre ELL e XEEL.
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Fonte: o Autor (2021). Alinhamento entre a sequéncia de aminodcidos de ELL e a intelectina do anfibio Xenopus
laevis (Q5SPPMO.1). Aminoacidos em vermelho representam as regides conservadas. Os residuos envolvidos na
ligacdo ao carboidrato estdo destacados em preto. Os residuos envolvidos no sitio de cdlcio estdo marcados em
azul. O programa ESPRIPT 3.0 foi usado para construir o alinhamento.

Quando comparada a outras lectinas contendo um dominio do tipo fibrinogénio,
como ficolinas e tachylectinas, ELL ndo apresentou similaridade significativa. Baseado no
alinhamento multiplo de lectinas contendo fibrinogénio (intelectinas e ficolinas, além das
FRePs ndo caracterizadas de S. purpuratos e das estrelas do mar Asterias rubens e Patiria
miniata), uma arvore filogenética nio enraizada foi construida usando o método neighbor-
Jjoining com o teste de 500 bootstrap (Figura 10).

De acordo com a arvore, as ficolinas de Homo sapiens, Xenopus laevis e
Halocynthia roretzi formaram um cluster independente das intelectinas e das FRePs de
equinodermos, incluindo ELL. ELL e as outras FRePs de equinodermos estdo dispostas em
um cluster diferente daquele onde estdo alocadas as intelectinas. Sendo assim, embora as
FRePs de equinodermos estejam mais relacionadas as intelectinas que as ficolinas, elas ainda

estdo agrupadas separadamente das intelectinas.
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Figura 10 - Arvore filogenética de lectinas contendo dominio do tipo fibrinogénio.
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Fonte: o Autor (2021). A arvore foi construida pelo algoritmo neighbor-joinin usando o programa MEGA X
baseado no multiplo alinhamento por MUSCLE. A confiabilidade das ramificacdes foi testada pelo bootstrap
(500 replicatas). A barra de escala corresponde a substitui¢do estimada de 0.5 aminodciodo por sitio.

4.8 Predicao estrutural de ELL

O modelo final de ELL apresentou 81,7% dos aminoacidos em regides permitidas
(61,9% em regides favoraveis) no grafico de Ramachadran (dados nao mostrados). O C-score
estimado para o modelo foi de -1,87, o0 TM-score foi 0,49+0,15 e RMSD de 9,814,6;%. Apesar
dos parametros indicarem boa qualidade para o modelo gerado, o elevado nimero de
aminodcidos em regides desfavordveis o compromete.

A estrutura predita de ELL consistiu em uma estrutura contendo dois dominios
distintos. O dominio A compreende a regido similar ao fibrinogénio, ele € composto por um
misto de fitas beta e a-hélices. O dominio B compreende a regido C-terminal de ELL, este
dominio € pouco estruturado, sendo composto basicamente por alcas de tamanhos variados

(Figura 11).
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Figura 11- Modelo de estrutura tridimensional de ELL.

Fonte: o Autor (2021). Estrutura 3D do mondémero de ELL
previsto pelo servidor web I-TASSER. A linha pontilhada separa
os dois dominios A (N-terminal, fibrinogénio) e B (C-terminal)

As estruturas que apresentaram maior similaridade com ELL foram os
fibrinogénios de Gallus gallus (1m1jE), Homo sapiens (3ghgK) e Petromyzon marinus
(1IlwuE). Os TM-scores observados foram 0,811; 0,809 e 0,804, respectivamente. O TM-score
varia entre 0 e 1, onde 1 significa perfeita simetria entre duas estruturas.

Na avaliacdo de fungdes fisioldgicas, a ferramenta GO terms indicou que ELL
ocupa a por¢do extracelular da célula com um CscoreGo de 0,49. CscoreGO € a pontuagdo de
confianca dos termos GO previstos. Os valores de CscoreGO variam entre 0 e 1; onde um
valor mais alto indica uma maior confianga na previsao da fung¢ao usando o modelo.

As ferramentas COFACTOR e COACH apontaram dois dominios distintos de
ligacdo a carboidratos (Figura 12). O DRC 1 esta localizado no dominio A de ELL (N-
terminal) e pode interagir com N-acetil-manosamina, os aminodcidos Tyr®®, Glu®3, Asp® e
Glu®” estiio envolvidos na ligacdo. O DRC 2 estd no dominio B (C-terminal) e pode interagir

217

com N-acetil-galactosamina (GalNAc), os aminodcidos Leu'®’, Ser!®8, Lys!® e Tyr?!” estdo

envolvidos na ligacao.
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Figura 12 - Modelo tridimensional de ELL com seus ligantes.

B

Fonte: o Autor (2021). Modelo 3D do mondémero de ELL com seus ligantes. Em vermelho o ligante ManNAc,
em azul o ligante GalNAc

4.9 Atividade antimicrobiana de ELL
4.9.1 Efeitos da lectina em células planctonicas

ELL inibiu o crescimento de bactérias gram-positivas, Staphylococcus aureus e
Staphylococcus epidermidis, na concentracio de 200 ug.mL!. Nio foi observado efeito

bactericida (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeitos de ELL em células planctonicas de bactérias

Bactérias ELL
CIM* CBM**
Staphylococcus aureus ATCC25923 200 ND
Staphylococcus epidermidis ATCC12228 200 ND
Escherichia coli ATCC 11303 ND ND

Fonte: o Autor (2021). Concentragdes variaram de 400 a 6,25 ug.mL'. (¥)
Concentracdo inibitéria minima; (**) Concentra¢do bactericida minima e (ND)
ndo determinado nas concentragdes testadas.
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4.9.2 Quantificacdo de massa e do niimero de células vidveis de biofilme

Os tratamentos de biofilmes de S. aureus, S. epidermidis e E. coli com ELL
apresentaram redugdes significativas na biomassa bacteriana. Nas bactérias Gram-positivas S.
aureus e S. epidermidis houve diferengas estatisticas entre os tratamentos e todas as
concentracdes utilizadas reduziram significativamente a biomassa dos biofilmes. ELL foi
capaz de reduzir em mais de 50% a biomassa de E. coli, nao havendo diferencas significativas
entre os tratamentos. Nao foi observado efeito dose-dependente (Figura 13a).

Em relagdo ao nimero de células vidveis, ELL reduziu a viabilidade celular de

todas as bactérias testadas, principalmente na maior concentracdo utilizada (400 pg.mL™)
(Figura 13b).

Figura 13 - Formacgdo de biofilme de S. aureus, S. epidermidis e E. coli na presenca de
ELL.
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Fonte: o Autor (2021). A Biomassa de biofilme e B Nimero de células vidveis no biofilme. *p < 0.05,
**p < 0.01, #**p <0.001 e ****p < 0.0001 comparado ao controle.
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5 DISCUSSAO

Diversas proteinas relacionadas ao fibrinogénio (FRePs) tém sido isoladas e
caracterizadas de vertebrados e invertebrados. Em vertebrados, as tenascinas (inicialmente
conhecidas como citotactinas) (JONES er al., 1989), ficolinas (ICHIJO et al., 1993),
fibroleucinas (KOYAMA et al., 1987), nos invertebrados, as taquilectinas isoladas do
caranguejo-ferradura Tachypleus tridentatus, do camarao Peneus monodon e da ostra
Sinonovacula constricta sao representantes da grande familia das FRePs (INAMORI et al.,
1999; ANGTOHNG et al., 2017; WU et al., 2021).

A maior parte das lectinas isoladas de equinodermos sdao oriundas do fluido
celomadtico, com suas fungdes supostamente relacionadas ao processo de defesa, atuando no
reconhecimento especifico de substancias ou agentes patogénicos (BULGAKOV et al., 2013).

Neste trabalho, foi isolada uma lectina que possui dominio do tipo fibrinogénio,
denominada ELL (Echinometra lucunter lectin), presente no fluido celomético do ourigo-do-
mar Echinometra lucunter, através de cromatografia de afinidade em matriz de goma de
xantana e cromatografia de filtracdo em gel.

A cromatografia de afinidade € um procedimento referéncia para o isolamento de
lectinas de equinodermos, como observado com as lectinas isoladas dos ovos de E. lucunter
(CARNEIRO et al., 2015), ovos de Anthocidaris crassispina (SASAKI; AKETA, 1981),
fluido celomatico de Strongylocentrotus nudus (BULGAKOV et al., 2013) e de Cucumaria
echinata ( HATAKEYAMA et al., 1994).

Interessantemente, ndo ha relatos na literatura sobre a utilizacio da goma de
xantana como matriz, em cromatografias de afinidade. A goma de xantana é um
exopolissacarideo secretado pela bactéria Xanthomonas campestres composto por uma cadeia
principal de unidades repetidas de B-(1—4)-D-glucopiranosideo, com ramificagdes de (1—3)-
a-D-manopiranosideo-(2—1)-f-D-4cido  glucurdénico-(4— 1)-B-D-manopiranosideo  em
residuos alternados (SWORN, 2021). Desta forma, esse € o primeiro relato da utilizacido de
goma de xantana como matriz de afinidade para o isolamento de lectinas.

ELL foi capaz de aglutinar eritrécitos do tipo sanguineo O em sua forma nativa,
fato também observado na lectina MBL-SN de Strongylocentrotus nudus (BULGAKOV et
al., 2013). Outras lectinas de equinodermos aglutinaram eritrécitos humanos, como PISL
(Paracentrotus lividus), echinoidin (Anthocidaris crassispina), ELEL (Echinometra lucunter)

e SUEL (Anthocidaris crassispina.), mas nao exibiram aglutinacao preferencial para hemaécias
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humanas do tipo O (CARNEIRO et al., 2015; DRAGO et al., 2009; GIGA; SUTOH; IKAI,
1985; SASAKI; AKETA, 1981).

ELL mostrou atividade hemaglutinante entre pH 5 e 10, com seu 6timo em pH 9.
A faixa de pH neutro-alcalino parece ser 6tima para as lectinas de equinodermos, visto que as
lectinas ELA, Hal, MBL-SN e HSL apresentaram atividade 6tima em pH 7, pH 7-10, pH 7 e
pH 8, respectivamente (DUARTE, 2018; TORRES, 2017; BULGAKOV et al., 2013;
GOWDA et al., 2008). Isto pode ser explicado que, devido aos organismos marinhos viverem
em um habitat onde a faixa de pH estd no neutro-alcalino, suas funcdes fisioldgicas sdo
reguladas pelo mesmo.

ELL apresentou atividade hemaglutinante estivel ao ser aquecida até 50 °C,
perdendo sua atividade aglutinante inicial com o aumento da temperatura, sendo totalmente
abolida a partir da temperatura de 80 °C. O mesmo perfil de termoestabilidade foi observado
em ELA, lectina isolada do fluido celomético do ouri¢co-do-mar Echinometra lucunter
(DUARTE, 2018). Mesmo comportamento foi observado para as lectinas Hal. e MBL-SN,
que tiveram a atividade hemaglutinante diminuida, quando submetidas ao aquecimento,
perdendo suas capacidades de aglutinacdo nas temperaturas de 70 e 50 °C, respectivamente
(TORRES, 2017; BULGAKOV et al., 2013). Diferentemente destas ELEL perde sua
capacidade de aglutinar eritrécitos somente quando aquecida a 100 °C (CARNEIRO et al.,
2015).

ELL mostrou ser dependente de fons divalentes, outras lectinas como ELA, MBL-
SN e Echinoidin que também mostraram possuir esta dependéncia, ndo sendo capazes de
aglutinar eritrécitos na presenca de uma agente quelante (DUARTE, 2018; BULGAKOV et
al., 2013; GIGA; SUTOH; IKAI, 1985). Geralmente as lectinas isoladas de equinodermos tem
se mostrado dependentes de célcio para que possam expressar sua atividade biolégica, onde
na auséncia deste fon, ndo ha atividade hemaglutinante (DUARTE, 2018; HATAKEYAMA et
al., 1993; MATSUI et al., 1994, BULGAKOV et al., 2007). Distintamente, ELEL e PISL ndo
dependem de fons divalentes (CARNEIRO et al., 2015; DRAGO et al., 2009).

A atividade hemaglutinante de ELL foi inibida pelas glicoproteinas mucinas de
estdbmago de porco tipo 2 e 3 (PSM-II e PSM-III), mucina submaxilar bovina (BSM) e
tiroglobulina. A inibicdo de diversas lectinas por mucinas tem sido observada (MOURA et
al., 2013; MELO et al., 2014; MATSUI et al., 1994). Normalmente, esta interagdo esta
associada ao reconhecimento de galactose e N-acetyl-galactosamina, presentes em abundancia

nos glicanos O-ligados que compdem as mucinas (DEVINE; McKENZIE, 1992).
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As lectinas isoladas dos equinodermos Echinometra lucunter (ELA), Holothuria
arenicola (Hal) e Holothuria grisea (HGA) mostraram possuir afinidade por PSM-II e PSM-
III (DUARTE, 2018; TORRES, 2017; MOURA et al., 2013). Por outro lado, as lectinas
ELEL e SUEL foram inibidas por apenas galactose e seus derivados (CARNEIRO et al.,
2015; SASAKI; AKETA, 1981).

A tiroglobulina bovina é uma glicoproteina com pelo menos 20 sitios para N-
glicosilagdo, nos quais estdo distribuidos oligossacarideos hibridos, complexos e ricos em
manose. Nos oligossacarideos complexos sdao encontrados residuos de fucose e galactose,
além de manose e glucosamina em menor quantidade. Nos hibridos sdo encontrados
galactose, manose e glucosamina, mas nao fucose (YANG et al., 1996). Com tantos possiveis
sitios de interacd@o para lectinas, ndo esta claro qual carboidrato de reconhecimento da ELL na
inibicao por tiroglobulina.

Além das glicoproteinas, a interagdo com a matriz de xantana sugere o
reconhecimento de carboidratos complexos por ELL. Curiosamente, os carboidratos que
compdem a xantana diferem daqueles presentes nas glicoproteinas que inibiram ELL. Desta
forma nao foi possivel determinar experimentalmente a especificidade de ELL.

Visando trazer um pouco de luz a esta questao, um modelo tridimensional de ELL
foi construido. A ocorréncia de dois DRCs localizados nos dominios A e B de ELL sugerem o
reconhecimento diferencial de carboidratos ndo relacionados, o que ajuda a entender o perfil
de inibi¢ao e a interagdo com a matriz de xantana.

Conforme observado em SDS PAGE e MALDI/ToF, ELL é um dimero, onde as
subunidades estdo mantidas por pontes dissulfeto. A maioria das lectinas isoladas de
equinodermos apresentam conformacdes diméricas, incluindo ELEL, MBL-SN, Echinonectin,
SUEL e Echinoidin (BULGAKOV et al., 2013; CARNEIRO et al., 2015; GIGA; SUTOH,;
IKAI 1985; SASAKI; AKETA, 1981; VENO; STRUMSKI; KINSEY, 1990).

Além disso, as analises de SDS PAGE e MALDI/ToF indicam a existéncia de
ELL como uma mistura de duas isoformas. A presenga de isoformas, originadas a partir de
divergéncias de sequéncia, ja fora observada na outra lectina de E. lucunter, ELEL, que
também apresenta duas isoformas (CARNEIRO et al., 2015). Entretanto, no caso de ELL as
microheterogeneidades observadas nao justificam tamanha diferenca de massa entre as duas
isoformas (1.914 Da).

A presenca de glicosilacdo € uma hipdtese para justificar a diferenca entre ELL-a
e ELL-b, mas nenhum carboidrato ligado a peptideos foi encontrado durante o

sequenciamento. Além disso, proteinas contendo o dominio do tipo fibrinogénio nao
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costumam ser glicosiladas, com excecdo das intelectinas (TSUJI et al., 2007;
WANGKANONT et al., 2016).

Outra hip6tese para explicar a diferenca entre ELL-a e ELL-b € a existéncia de um
peptideo sinal e a ocorréncia de uma forma pré-proteica. Nesta condi¢do, ELL-a seria a
proteina madura, enquanto ELL-b seria a proteina ndo processada, mantendo o peptideo sinal.
De fato, peptideos sinais sdo muito comuns em proteinas encontradas no fluido celomaético de
invertebrados (HAN et al., 2007; NAKANO et al., 1999; KAKIUCHE et al., 2002). Uma vez
que estas proteinas sao sintetizadas em compartimentos celulares (normalmente em células do
fluido, como os coelomdcitos), elas precisam ser direcionadas para o meio extracelular, o que
ocorre através da informacdo contida no peptideo sinal. Este peptideo €, posteriormente,
removido por hidrélise (OWIJI et al., 2018).

E importante ressaltar que hd evidéncias, em se tratando de lectinas de
invertebrados, que as proteinas ndo processadas sdo ativas (HAN et al., 2007; NAKANO et
al., 1999; KAKIUCHE et al., 2002). Uma vez que ELL-b foi recuperada através de
cromatografia de afinidade, € plausivel considerar como uma proteina ativa. Além disso, o
parametro GO terms indicou que ELL € possivelmente uma proteina extracelular.

As proteinas que apresentaram maior identidade com ELL, aquelas n@o
caracterizadas de Strongylocentrotus purpuratus, possuem peptideos sinais de
aproximadamente 2.000 Da, um valor que corrobora com a diferenca entre ELL-a e ELL-b
(1.914 Da). Esta informagao fortalece a hipétese de ELL-b ser uma pré-proteina.

No entanto, ndo foram encontrados peptideos similares aos peptideos sinais das
proteinas de S. purpuratus. Esta informacdo € relevante, mas pode ser justificada pela
composi¢do do peptideo sinal. Em geral, estes peptideos t€ém cardter hidrofébico, sdo ricos em
aminodcidos alifaticos, i.e. Leu, Isso, Val; e pobres em aminodcidos carregados. Esta
composi¢ao dificulta a ionizacdo e a consequente identificacdo destes peptideos por MS
(SEIDLER et al., 2010). Sendo assim, novos experimentos serdo necessdrios para melhor
compreender as diferencas entre ELL-a e ELL-b e confirmar uma das hipéteses supracitadas.

ELL é uma proteina relacionada ao fibrinogénio (FReP), devido que, em sua
sequéncia, hd aminodcidos conservados da assinatura do dominio FReP: -GGGW (ARYG) R
- na regido N-terminal, além das cisteinas altamente conservadas nas posi¢des (29 e 57). ELL
apresentou elevada similaridade de sequéncia com FRePs de equinodermos, especialmente
com as FRePs de S. purpuratus. Infelizmente, estas proteinas sao hipotéticas, assinadas em

genomas depositados em bancos de dados, portanto, as informagdes a respeito de suas

propriedades bioquimicas sdo limitadas.
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Quando comparadas a FRePs bem caracterizadas, como ficolinas e intelectinas,
ELL mostrou similaridade significativa com as intelectinas. Entretanto, os residuos de liga¢ao
a carboidratos, bem como aqueles envolvidos na interagdo com os ions Ca**, ndo estdo
conservados em ELL.

As intelectinas sdo proteinas tipicas de cordados, ndo sendo encontradas em
invertebrados. Elas s@o caracterizadas pela presen¢a de um dominio do tipo fibrinogénio em
seu N-terminal e um dominio singular na por¢ao C-terminal, o qual € responsavel pela ligacdo
ao carboidrato. Galactofuranose € o principal ligante das intelectinas. As intelectinas sao
glicoproteinas com massa molecular de aproximadamente 30 kDa, normalmente se associam
na forma de dimeros de trimeros, onde os trimeros sdo mantidos por pontes dissulfeto. Elas
estdo envolvidas na interacdo com bactérias invasoras e também simbiontes, por vezes agindo
como mediadores na relacdo microrganismo-hospedeiro (TSUJI et al., 2007,
WANGKANONT et al., 2016; WESENER et al., 2015).

ELL ndo pode ser classificada como uma intelectina, pois ndo apresenta as
caracteristicas descritas acima. No entanto, o grau de identidade demonstrado para com as
proteinas de cordados sugere ao menos um ponto convergente na evolucdo de proteinas
contendo dominio do tipo fibrinogénio.

Por outro lado, a divergéncia entre ELL e ficolinas, indicada pela auséncia de
similaridade e observada na arvore filogenética, sugere a auséncia de relagcdo entre a proteina
do ourigo e as lectinas contendo dominios do tipo coldgeno.

O modelo tridimensional gerado para ELL ndo parece estar associado a quaisquer
estruturas de lectinas determinadas com dados experimentais depositados, pois o modelo
criado em nada se assemelha a lectinas conhecidas. Sendo assim, ELL s6 pode ser definida
como uma FReP, mas ndo pode ser incluida em nenhuma familia de lectinas conhecidas.

Em invertebrados, a primeira linha de defesa esta relacionada ao reconhecimento
dos patégenos por receptores/proteinas de reconhecimento padrdo (PRPs). Dentre elas,
destacam-se as proteinas relacionadas ao fibrinogénio ou (FRePs) identificadas nos
invertebrados e que, em sua maioria, atuam como PRPs desempenhando papéis importantes
na aglutinagdo microbiana, lise e clearance bacteriano e na defesa antiparasitaria (GORDY et
al.,2015; WU et al., 2011).

ELL foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus e S. epidermidis, além de
reduzir a biomassa e a viabilidade celular do biofilme de ambas as bactérias na maior
concentracdo testada. Lectinas de invertebrados marinhos tém revelado grande potencial em

ensaios de atividade antibacteriana, assim como ELL, outras lectinas de equinodermos
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também foram capazes de apresentar essa atividade bioldgica: SJL-1 isolada de Apostichopus
Jjaponicus foi capaz de aglutinar as bactérias Vibrio anguillarum, Edwardsiella tarda, E. coli e
Lactococcus garvieae (ONO et al., 2018), a lectina HSL (Holothuria scabra lectin), que
aglutina em ensaios bioldgicos as bactérias E. coli, Staphylococcus sp., Estreptococos sp.,
Serratia sp., Klebsiella sp. e Shigella sp. ( Gram-positivas e Gram-negativas) (GOWDA;
GOSWAMI; KHAN, 2008), e ELEL, lectina dos ovos de Echinometra lucunter que é capaz
de aglutinar células bacterianas de S. aureus (CARNEIRO et al., 2015).

Outros estudos revelaram que as FRePs de invertebrados sdo reguladas
positivamente quando submetidos a desafios com agentes patogénicos, como € o caso
observado no mexilhdo Mytilus galloprovincialis, onde a proteina MuFREP & expressa em
maiores quantidades apds o desafio com a bactéria Gram-negativa Vibrio anguillarum e com
a bactéria Gram-positiva Micrococcus lysodeikticus (ROMERO et al., 2011). O mesmo perfil
foi verificado em camardes Marsupenaeus japonicus desafiados com V. anguillarum, onde a
expressdo de MjFREP2 atingiu maiores niveis (SUN, et al., 2014). As FREPs dos
invertebrados sdo importantes proteinas de reconhecimento microbiano, atuando na defesa
antimicrobiana a partir da sua ligacdo com os lipopolissacarideos da superficie de bactérias
Gram-negativas, peptidoglicanos e acido lipoteicdico da parede de bactérias Gram-positivas

(CHAI et al., 2012; SUN, et al., 2014).
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6 CONCLUSAO

Uma nova lectina, presente no fluido celomético do ourico-do-mar Echinometra
lucunter, denominada de ELL (Echinometra lucunter lectin), foi purificada por combinacao
de cromatografia de afinidade em goma de xantana e cromatografia de exclusdo molecular.
Este € o primeiro relato da utilizacdo de goma de xantana como matriz de afinidade para o
isolamento de lectinas. ELL tem especificidade para glicoproteinas mucina e tiroglobulina.
Sua sequéncia de aminoécidos € semelhante a proteinas relacionadas ao fibrinogénio (FRePs),
podendo assim ser classificada como uma proteina pertencente a esta grande familia. Em
ensaios de atividade antimicrobiana, ELL foi capaz de inibir o crescimento de bactérias Gram-
positivas patogénicas, além de reduzir a biomassa e viabilidade celular do biofilme formado
por bactérias Gram-positivas e Gram-negativas, sugerindo sua capacidade de reconhecer
patégenos. Estudos sobre sua estrutura tercidria devem ser conduzidos para a elucidacdo dos
mecanismos estruturais, bem como uma melhor avaliagdo do potencial biotecnolégico e suas

possiveis aplicagdes na drea de antimicrobianos.
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