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RESUMO

As esponjas sdao organismos pertencentes ao filo Porifera, possuem uma organizagao geral
muito simples e sdo reconhecidas por serem uma fonte significativa de compostos
bioativos. Lectinas sdo caracterizadas por serem proteinas ou glicoproteinas que possuem
ao menos um dominio ndo catalitico de ligacdo reversivel a carboidratos, desempenhando
um papel fundamental em processos biologicos, tais como adesdo de células, migracao
celular, ativacdo do sistema imunoldgico e comunicacdo intercelular. As lectinas de
esponjas marinhas t€ém despertado interesse devido a sua diversidade funcional, bem
como as suas atividades biologicas, pois essas proteinas podem apresentar propriedades
antibacterianas e antimicrobianas. Essas proteinas possibilitam uma compreensdo
aprofundada dos processos de reconhecimento celular e imunidade, o que pode contribuir
para um entendimento mais detalhado, especialmente considerando seu alto potencial
biotecnoldgico. Portanto, o presente trabalho foi desenvolvido com foco em purificar,
caracterizar e avaliar o efeito aglutinante de uma lectina isolada da esponja marinha
Cliona celata contra bactérias patogénicas. A lectina foi parcialmente isolada a partir da
combinag¢do de precipitacdo com sulfato de amodnio e cromatografias de troca idnica e
exclusdo molecular. A proteina exibiu atividade hemaglutinante contra eritrocitos de
coelho. A atividade hemaglutinante do extrato de C. celata foi inibida apenas pelas
glicoproteinas asialofetuina, fetuina bovina e tiroglobulina suina. A atividade
hemaglutinante do extrato de Cliona celata mostrou ser independente de Ca*>. Em SDS-
PAGE a lectina revelou uma banda majoritaria de aproximadamente 45 kDa, além disso,
foi capaz de aglutinar bactérias das cepas de Staphylococcus epidermidis e Escherichia

coli.

Palavras-chave: esponja marinha; lectina; aglutinacao bacteriana.



ABSTRACT

Sponges are organisms belonging to the phylum Porifera, have a very simple general
organization and are recognized for being a significant source of bioactive compounds.
Lectins are characterized by being proteins or glycoproteins that have at least one non-
catalytic reversible carbohydrate-binding domain, playing a fundamental role in
biological processes, such as cell adhesion, cell migration, activation of the immune
system and intercellular communication. Lectins from marine sponges have aroused
interest due to their functional diversity, as well as their biological activities, as these
proteins may have antibacterial and antimicrobial properties. These proteins enable an in-
depth understanding of cellular recognition and immunity processes, which can
contribute to a more detailed understanding, especially considering their high
biotechnological potential. Therefore, the present work was developed with a focus on
purifying, characterizing and evaluating the agglutinating effect of a lectin isolated from
the marine sponge Cliona celata against pathogenic bacteria. The lectin was partially
isolated from the combination of ammonium sulfate precipitation and ion exchange and
molecular exclusion chromatography. The protein exhibited hemagglutinating activity
against rabbit erythrocytes. The hemagglutinating activity of the C.celata extract was
inhibited only by the glycoproteins asialofetuin, fetuin bovine and porcine thyroglobulin.
The hemagglutinating activity of Cliona celata extract was shown to be independent of
Ca*. In SDS-PAGE, the lectin revealed a majority band of approximately 45 kDa, in
addition, it was able to agglutinate bacteria from Staphylococcus epidermidis and

Escherichia coli strains.

Keywords: marine sponge; lectin; bacterial agglutination.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esponjas

As esponjas sdo reconhecidas por serem o grupo mais primitivo de
metazoarios vivos. A organizacao geral e morfologia desses organismos provaram ser
extremamente adaptaveis, permitindo-lhes sobreviverem a alteragdes significativas no
ambiente e competir com outras formas de vida (DAHIHANDE; THAKUR, 2021,
HOOPER J. N. A.; VAN SOEST, 2002). Esse conjunto de organismos habitam o meio
aquatico, pertencem ao filo Porifera (do latim porus, “poros”; e ferre, “possuir”) e estdo
inseridos em ambientes marinhos ¢ de agua doce, desde zonas entre marés até em
profundidades abissais (BRUSCA; MOORE; SHUSTER, 2019).

Sao organismos aquaticos multicelulares que possuem um sistema composto
pOr corpos porosos com canais que permitem a circulagdo da agua, filtracao e captura de
forma eficaz de particulas de alimentos (MASANGKAY, F. R. et al., 2022;
THOMPSON, F.; THOMPSON, C., 2020). Esse sistema ¢ impulsionado por uma camada
de células flageladas conhecidas como coanécitos, que bombeiam a agua de maneira
continua. Dentro desses corpos, ha uma populacao de células altamente mdveis, com a
notavel capacidade de se diferenciar em diversos tipos celulares, um fendmeno chamado
de totipoténcia, conferindo assim uma flexibilidade unica a sua forma de crescimento
(BRUSCA; MOORE; SHUSTER, 2019; FRANSOZO; NEGREIROS-FRANSOZO,
2016).

De acordo com Ereskovsky e Lavrov (2021), a organiza¢do das esponjas ¢
simples em comparagdo com outros organismos metazoarios, uma vez que nao possuem
distingdo de tecidos ou 6rgdos, no entanto, as esponjas possuem sistema complexo de
canais de dgua. As esponjas possuem uma estrutura cilindrica com uma grande cavidade
central, denominado espongiocele. Ademais, as esponjas apresentam uma diversidade de
formas corporais, incluindo variagdes no tamanho da espongiocele, no nimero de 6sculos
e na localizacdo das células que filtram os alimentos provenientes da agua (VAN SOEST
etal., 2012).

As esponjas constituem boa parte da biomassa marinha bentonica, possuem
mais de 9.600 espécies registradas e exibem uma grande diversidade em suas formas,
cores e tamanhos com variacdo de 3 — 10 milimetros a 1,5 — 2 metros (DE VOOGD et

al., 2023). Essas caracteristicas sdo provenientes da composicdo de seus esqueletos, que
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podem ser de natureza mineral ou organica, as quais sao produzidas por células
especializadas, denominadas esclerdcitos ou escleroblastos. Esses esqueletos sdo
construidos a partir de elementos como espiculas silicosas, calcarias ou de fibras
organicas colagenosas (AGUILAR-CAMACHO; DOONAN; MCCORMACK, 2019).

Com base em estudos moleculares filogenéticos, as classes do filo Porifera
foram definidas a partir da natureza dos seus esqueletos internos em: Calcarea,
Homoscleromorpha, Hexactinellida e Demospongiae. A classe Calcarea ¢
exclusivamente composta por esponjas marinhas, cujos esqueletos sdo compostos por
espiculas de carbonato de calcio (THOMPSON, F.; THOMPSON, C., 2020). A classe
Homoscleromorpha tem como caracteristica a auséncia de espiculas, possuindo formato
simples e sdao pequenas. (BRUSCA; MOORE; SHUSTER, 2019; FRANSOZO;
NEGREIROS-FRANSOZO, 2016). Hexactinellida ¢ uma classe de esponjas que
possuem espiculas de silica e estrutura corpérea em forma de funil ou cilindrica
(HOOPER et al., 2021). E, por fim, a classe Demospongiae que abriga o maior numero
de espécies e ¢ a mais diversificada em termos de formatos e cores. Espécies desta classe
tem caracteristica distintiva a variabilidade em suas espiculas formadas por silica ou
espongina (AGUILAR-CAMACHO; DOONAN; MCCORMACK, 2019).

Por serem organismos sésseis, as esponjas produzem uma diversidade de
compostos bioativos que funcionam como defesas quimicas (VARIJAKZHAN et al.,
2021). Esses compostos protegem tais organismos de corpo mole contra diversos fatores
de estresse bidtico, incluindo a competicdo por nutrientes e espago, as relagdes
simbioticas, protegdo contra radiacdo UV e infeccdes ocasionadas por patdgenos
(ESPOSITO et al., 2022).

Os compostos derivados de esponjas marinhas pertencem a diferentes classes
quimicas, incluindo alcaloides, peptideos ciclicos, terpenos, glicolipideos, esterdis,
macrolideos, policetideos, enzimas e nucleosideos (THOMPSON, F.; THOMPSON, C.,
2020; VARIJAKZHAN et al., 2021). Desta forma, as esponjas se destacam como uma
fonte rica de biomoléculas com potencial biotecnolégico nas areas da biomedicina,

farmacéutica e médica (AGUIAR et al., 2021; MANNELLI et al., 2021).

1.1.2 Género Cliona

Cliona ¢ um género da familia Clionaidae, pertencente a classe

Demospongiae. Possui organismos que variam em forma, tamanho e cor, sdo conhecidas
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como esponjas perfurantes ou esponjas de escavacao, devido ao seu comportamento de
perfurar estruturas calcarias, como recifes de corais e conchas de moluscos, para criar
cavidades nas quais possam habitar (LAVROV et al.,2022; RFITZLER; RIEGER, 1973).
Dessa forma, essas esponjas podem enfraquecer a estrutura de corais e outros substratos,
ademais, desempenham um papel na reciclagem de carbonato de célcio, liberando-o na
forma dissolvida no ambiente.

Os espécimes do género Cliona podem ser encontrados em varias partes do
mundo, principalmente em ambientes marinhos tropicais e subtropicais. Na costa
brasileira sdo encontrados nas regides dos litorais do Nordeste, Sudeste ¢ Sul (DE

VOOGD et al., 2023; HOOPER et al., 2002; LAVROV et al., 2018; SIBBR, 2023).

1.1.3 Cliona celata

A esponja Cliona celata foi descrita por Grant em 1826, pertence a classe
Demospongiae, subclasse Heteroscleromorpha, Ordem Clionaida, familia Clionaidae e
género Cliona (SIBBR, 2023) (Figural). E uma espécie formada por um aglomerado de
outras espécies cripticas, essa caracteristica se deve a sua simplicidade morfoldgica
combinada com uma distribui¢io amplamente postulada. E conhecida por seu papel de
bioerosao, por meio da sua capacidade de perfurar conchas de moluscos e corais, vivendo
principalmente dentro de seus substratos (HANNA et al., 2006; SIVAN et al., 2023).
Portanto, a maior parte do seu corpo esta oculta dentro do substrato, com apenas pequenas
aberturas expostas, chamadas de osculos, permitindo a entrada e saida de dgua (DE

PAULA et al., 2012).
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Fonte: 0 A de Barroquinha, CE.

[

1.2 Lectinas

No final do século XIX, foram registradas as primeiras evidéncias da
existéncia de proteinas capazes de aglutinar eritrocitos. Essas proteinas ficaram
conhecidas como hemaglutininas ou fitoaglutininas, devido a sua descoberta inicial em
extratos de plantas. Um dos primeiros relatos sobre o processo de aglutinagdo em
eritrocitos por essas proteinas esta associado a descri¢do de uma hemaglutinina realizada
por Peter Hermann Stillmark, a partir de extratos de sementes de Ricinus communis que
continham uma proteina com capacidade de aglutinar globulos vermelhos de animais
(BAH; FANG; NG, 2013; SHARON; LIS, 2004). Em 1919, James B. Sumner
desenvolveu a primeira metodologia para isolar uma lectina. Por meio da utilizagao de
extratos do feijao-de-porco (Canavalia ensiformis) e, através da precipitagdo salina,
Summer purificou a lectina denominada de Concanavalina A (SHARON; LIS, 2004).

A palavra lectina deriva do latim “lect”, do verbo “legere”, que significa
“escolher”, foi proposta para designar as hemaglutininas apds ser observado que essas
proteinas exibiam especificidades diferentes por carboidratos e tipos sanguineos (BOYD;
SHAPLEIGH, 1954; SHARON; LIS, 2007).

As lectinas de origem animal, embora identificadas como proteinas

aglutinantes antes de serem formalmente classificadas como lectinas, sdo conhecidas ha
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tanto tempo quanto as lectinas vegetais. Em 1860, o pesquisador S. Mitchell detalhou o
processo de aglutinagdo em seus estudos sobre o veneno da serpente Crotalus durissus
(MITCHELL, 1860).

Atualmente as lectinas sdo definidas como proteinas ou glicoproteinas que
possuem a capacidade de se ligar reversivelmente a mono e oligossacarideos, sem alterar
quimicamente ou participar do metabolismo dos mesmos (AHMMED et al., 2022;
GARDERES et al., 2015; GOLDSTEIN et al., 1980; KILPATRICK, 2000; SHARON;
LIS, 2004). Essas moléculas desempenham diversas fun¢des no organismo através do
reconhecimento e ligacdo a carboidratos especificos presentes na superficie de células.
Tais interagdes sdo importantes em muitos processos biologicos, como a adesdo de
células, a migragdo celular, a ativacdo do sistema imunolégico e a comunicacio
intercelular (KILPATRICK, 2002).

Devido a capacidade de interagir com glicanos alvos e desencadear respostas
variadas, essas moléculas possuem elevado potencial biotecnoldégico (SHARON; LIS,
2007). As lectinas podem ser utilizadas para estudos estruturais, biologia molecular e
celular, imunologia, farmacologia e medicina. Lectinas e outras proteinas de esponjas
marinhas provaram ser candidatos potentes para novos medicamentos, devido a sua ampla
gama de efeitos biologicos, como antibacteriana, anti-inflamatoria e antitumoral (FILHO
etal., 2015).

Essas proteinas sdo amplamente distribuidas na natureza, seu isolamento ja
foi descrito em diversos organismos, incluindo fungos, bactérias, algas, plantas e animais,
e podem ser classificadas em familias com base em suas propriedades fisico-quimicas,
fungdes e, mais notavelmente, sua sequéncia de aminoacidos (CHETTRI et al., 2021; DE

CONINCK; VAN DAMME, 2021).

1.2.1 Lectinas de esponjas

Historicamente, os primeiros estudos envolvendo lectinas de esponjas
marinhas foram realizados por Dodd e colaboradores em 1968, utilizando as esponjas
Cliona celata, Axinella sp. e a Tethya aurantium. A partir dos extratos da Cliona celata e
da Axinella sp foram observadas atividade hemaglutinante destas duas espécies (DODD;

MACLENNAN; HAWKINS, 1968).
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As lectinas de esponjas podem ser classificadas em diferentes familias,
baseando-se em dois critérios principais: a especificidade de ligagdo e a sequéncia de
aminoacidos GARDERES et al., (2015) (Tabela 1).

As galectinas representam uma familia de lectinas capaz de reconhecer -
galactosideos. Galectinas possuem multiplas fungdes, incluindo a mediacdo da adesao
célula-célula e célula-matriz, a regulagdo do crescimento celular, apoptose, splicing de
pré-mRNA, transducdo de sinais e regulacdo do sistema imunologico. Além disso, os
residuos de aminoacidos que desempenham o papel na interagdo com carboidratos sao
altamente conservados (BERTUZZI et al., 2020; ELOLA et al., 2007; WANG, 2020). As
galectinas sdo distribuidas em trés subfamilias de acordo com sua arquitetura estrutural:

prototipo, repeticdo em tandem e quimera (Figura 2).

Figura 2 - Estrutura modular das galectinas.

9 s

(a) (b) ©

Fonte: Adaptado de ELUMALAI; LAKSHMI (2022). (a) prototipo, com formas de dominio de
reconhecimento de carboidratos (DRCs) tinicas homodimeros ndo covalentes, (b) repeticdo em tandem
mostra dois DRCs com especificidade similar, um nas regido N-terminal e outro na regido C-terminal
unidos por um peptideo, (c) tipo quimera mostra um tnico CRD e um dominio N- terminal semelhante a
colageno.

As lectinas do tipo C possuem uma estrutura de dominio tipo CTLD (C type
lectin like domain), que permite a ligag¢io a carboidratos a partir da media¢io do ion Ca**
(ZELENSKY; GREADY 2005). O dominio de reconhecimento de carboidratos (DRCs)
das lectinas do tipo C contém uma sequéncia conservada de aproximadamente 115
aminodcidos, cuja estrutura tridimensional ¢ formada por uma al¢a dupla e um dominio
altamente conservado (ELUMALAIL; LAKSHMI, 2022).

As taquilectinas, sdo um grupo de lectinas inicialmente encontradas na
hemolinfa do caranguejo-ferradura (Tachypleus tridentatus) e que desempenham um
papel crucial no sistema imunologico inato, reconhecendo e se ligando a padrdes

moleculares associados a patdégenos (PAMPs) na superficie de patogenos invasores

(KAWABATA; TSUDA, 2002; KAWABATA, S.; SHIBATA, T., 2020).
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Tabela 1 - Familia de lectinas de esponjas marinhas.

NOME ESPECIE TAMARHO EM kba LIGANTES CATIONS
(SUBUNIDADES)
Galectinas
ALL Aplysina lactuca 30 (2) Galactosideos Ca*"
AFL Aplysina fulva 30(2) Galactosideos Nd
CchG 1 Cinachyrella sp. 50.0 (4) Galactosideos Nao
CchG 2 Cinachyrella sp. 50.0 (4) Galactosideos Nao
GCG Geodia cydonium 60.0 (4) Galactosideos Ca®"
HoL-30 Halichondria okadai 60.0 (2) Galactosideos Nao
CCL Chondrilla caribensis 15.0 (4) Galactosideos Nd
Tipo C
AaL Aplysina archeri 63.0 (4) Galactosideo ndo redutor Ca®*/Mg?*
AIL Aplysina lacunosa 63.0 (4) Galactosideo ndo redutor Ca®"/Mg**
AvL Aphrocallistes vastus 34.0 (1) Galactosideos Ca®*
Taquilectinas
Ef lectin Ephydatia fluviatilis 24.0 (1) Nd Nao
Sd lectin Suberites domuncula 27.0(1) Lipopolissacarideo Nao

Fonte: Adaptado de GARDERES et al., 2015; CARNEIRO et al., 2017; DUARTE et al., 2023; MARQUES et al., 2018; MARQUES, 2021; SOUSA et al., 2021 — Nd —
Naio determinado.
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1.2.2 Lectinas de esponjas com a¢io antibacteriana

Diante da perspectiva na diversidade de fungdes que lectinas encontradas em
esponjas sdo capazes de produzir, varias lectinas identificadas nesses organismos
apresentaram atividade de aglutinagcdo de bactérias e atividades antibacterianas, podendo
ser utilizadas na detec¢do e combate a esses microrganismos.

Segundo Filho (2014), a lectina da Aplysina fulva, AFL, demonstrou a
capacidade de inibir o crescimento de cepas de Pseudomonas aeruginosa. A lectina
presente na espécie Chondrilla caribensis (CCL) demonstrou a capacidade de reduzir a
quantidade de biomassa de bactérias patogénicas, como Staphylococcus aureus, S.
epidermidis e Escherichia coli (MARQUES et al., 2018). A lectina ACL da esponja
Aplysina cauliformis apresentou atividade aglutinante contra cepa de E. coli (VIANA,
2021). A lectina obtida de Cliona varians, CvL-1, demonstrou eficacia na inibi¢ao do
crescimento de bactérias Gram-positivas, como Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus
(MOURA et al., 2006).

A lectina presente na esponja Fasciospongia cavernosa, uma lectina de
ligagdo especifica a galactose, mostrou uma atividade antibacteriana consideravel in vitro,
particularmente contra bactérias Gram-positivas, e exibiu uma forte atividade

antibiofilme (SADANANDAN; RAUF, 2018).

1.2.3 Lectinas do género Cliona

Atualmente, hd o relato de duas lectinas presente em esponjas do género
Cliona: CvL-1 e CvL-2, ambas isoladas de Cliona varians (MOURA et al., 2006;
MOURA et al., 2015).

CvL-1 € uma glicoproteina tetramérica com subunidades de 28 kDa e massa
molecular nativa de 114 kDa. Essa proteina demonstrou um efeito citotoxico contra as
bactérias Gram-positivas Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus. No entanto, a lectina
demonstrou um efeito inibitério relativamente menos pronunciado no crescimento de
bactérias Gram-negativas. CvL-1 foi também capaz de aglutinar promastigotas de
Leishmania chagasi (MOURA et al., 2006). Queiroz e colaboradores (2008) relataram
que CvL-1 inibiu o crescimento de células humanas de leucemia da linhagem K562.

Ademais a CvL-1 demonstrou potencial atividade pro-inflamatéria em ratos, induzindo a
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migracao de neutrofilos, provavelmente por meio de uma via de ativagcdo de macréfagos
residentes e quimiotaxia mediada por citocinas (QUEIROZ et al., 2008).

CvL-2 foi purificada através da combinacdo de precipitagdo com acetona,
cromatografia de interagdo hidrofobica e exclusao molecular. Em SDS-PAGE, a proteina
apresentou massa molecular de aproximadamente 175 kDa. Além disso, CvL-2 exibiu
toxicidade contra nauplios de artemia (MOURA et al. 2015).

Considerando o potencial biotecnologico das lectinas presentes nas esponjas
marinhas do género Cliona, o presente trabalho teve como objetivo principal purificar e
avaliar o efeito aglutinante de uma lectina da esponja marinha Cliona celata, frente a

bactérias patogénicas.
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2 OBJETIVO

2.1 Objetivo geral

Purificar uma nova lectina presente na esponja marinha Cliona celata,
caracterizar ¢ avaliar seu efeito aglutinante frente a bactérias Gram-positivas ¢ Gram-

negativas.

2.2 Objetivos especificos

e Purificar a lectina da esponja Cliona celata.

e Avaliar a atividade hemaglutinante da lectina de C. celata contra eritrocitos de
coelhos.

e [Estabelecer a especificidade da lectina por carboidratos e glicoproteinas.

e Estimar a massa molecular da lectina por SDS-PAGE.

e Avaliar o efeito aglutinante contra bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923
e ATCC 700698, Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e Escherichia coli
ATCC 11303.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta da esponja

Os espécimes da esponja Cliona celata foram coletados na zona entre marés
da praia de Bitupitd, municipio de Barroquinha, Ceara. Todas as coletas, assim como o
acesso ao patrimonio genético dos organismos marinhos foram reguladas e autorizadas
pelos devidos Orgdos ambientais, por meio de registros no SISBIO (Sistema de
Autorizacdo ¢ Informacdo em Biodiversidade, ID: 33913-12) e SISGEN (Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado,
ID: AC14AF9). O material biolégico coletado foi armazenado em saco plastico,
acomodado em caixa térmica, transportado até o laboratorio e armazenado a -20 °C para

uso posterior.

3.2 Purificacao da lectina

Para obteng¢do da lectina presente na esponja C. celata, os exemplares foram
liofilizados, triturados, pesados € homogeneizados em tampao Tris-HCI 20mM, pH 7,6;
contendo NaCl 150 mM e fluoreto de fenilmetilsulfonil (PMSF) 0,1 mM, na propor¢ao
1:10 (p/v). A mistura foi entdo mantida em agitacdo por 16 h a 4 °C. O homogeneizado
foi filtrado em tecido de naylon para retencdo de particulas grandes, e em seguida, foi
centrifugado a 9.000 xg, por 20 minutos, a 4 °C. O precipitado resultante da centrifugagao
foi descartado e o sobrenadante foi denominado de extrato bruto.

Para isolamento da lectina, o extrato bruto foi submetido inicialmente a
precipitacdo com sulfato de amoénio a 70% de saturacdo, em seguida a mistura
permaneceu por 4 h a 4 °C. A amostra foi centrifugada a 9.000 xg, por 20 minutos, a 4
°C e o precipitado foi solubilizado no mesmo tampao de extragdo sendo denominado de
fragao 0-70.

Posteriormente, a fracdo 0-70 foi dialisada, liofilizada e submetida a
cromatografia de troca i6nica em coluna HiTrap Q FF acoplado ao sistema AKTA pure
(GE Healthcare Life Sciences). Para tal, o material liofilizado foi solubilizado em
pequena quantidade de tampdo Tris-HCL 20 mM, pH 7,6 (TBS). O mesmo tampao de
solubilizagao foi utilizado para equilibrio da coluna e eluicdo foi realizada com aumento

gradual na concentracio de NaCl entre 0-1 M. O fluxo de 1 mL.min"!' foi mantido e
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fragoes de 1 mL foram coletadas. A cromatografia foi monitorada por absorbancia a 280
nm, as fragdes correspondentes a lectina foram reunidas, dialisadas contra agua destilada
e liofilizadas para uso posterior.

Em seguida, foi realizada uma cromatografia de exclusao molecular, onde a
lectina foi solubilizada em TBS, centrifugada e aplicada em coluna BEH SEC Column
200 A 1,7 pm, 4,6 mm x 30 mm acoplada a sistema Acquity UPLC (Waters Corp.). Apods
o equilibrio da coluna com TBS, a amostra foi aplicada e monitorada nas absorbancias

280 nm e 216 nm.

3.3 Atividade hemaglutinante e inibicao

Os testes de atividade hemaglutinante e de inibi¢do da atividade
hemaglutinante foram realizados usando eritrocitos humanos (A, B e O), coletados junto
ao Centro de Hematologia ¢ Hemoterapia do Ceara (HEMOCE). Também foram
utilizados eritrocitos de coelhos mantidos no Setor de Cunicultura do Departamento de
Zootecnia da Universidade Federal do Ceara. A coleta de sangue foi regulada e autorizada
por comité de ética, por meio de autorizagdo sob codigo CEUAP n° 2211202101. Os
eritrocitos de coelhos foram usados em suas formas ndo tratadas com as enzimas
proteoliticas. Os ensaios foram realizados em placas de microtitulacdo, de fundo “V”, a
partir do método de duplas dilui¢des seriadas, de acordo com Sampaio et al. (1998).

Para o teste de inibi¢do da atividade hemaglutinante foram utilizados os
seguintes carboidratos e glicoproteinas: 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-galacturonico, D-frutose, D-sacarose, D-melibiose, a-D-lactose, D-lactulose, D-
maltose, D-rafinose, metil-a-D-galactopiranosideo, metil-B-D-galactopiranosideo, metil-
B-D-tiogalactose, fenil-B-D-galactopiranosideo, 4-nitrofenil-a-D-galactopiranosideo, 2-
nitrofenil-B-D-galactopiranosideo, o-metil-manosideo, lactulose, B-lactose, sacarose,
fenil-B-D-galactose, N-acetil-D-manosamina, transferrina humana, asilofetuina bovina,
tiroglobulina suina, mucina de estdmago de porco tipo 2 (PSM-II), mucina de estdmago

de porco tipo 3 (PSM-III), mucina submaxilar bovina (BSM) e fetuina bovina.
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3.4 Efeito de ions divalente na atividade hemaglutinante

O efeito de ions divalentes e EDTA (acido dietiltetraacético) sobre a atividade
hemaglutinante da lectina foi avaliado conforme descrito por Sampaio et al. (1998),

utilizando placas de microtitulagdo em V.

3.5 Avaliacio da pureza da lectina

A pureza e homogeneidade da proteina foram avaliadas por meio de
eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecil sulfato de sédio (SDS-PAGE), sendo
os géis corados com Coomassie Brilliant Blue. As amostras foram preparadas na presenca
e auséncia de B-mercaptoetanol, conforme descrito por Laemmli (1970). A eletroforese
foi realizada sob uma corrente elétrica constante de 25 mA ¢ tensdo de 150 V, com

duracao de uma hora.

3.6 Estimativa da massa molecular

A massa molecular da lectina foi estimada por SDS-PAGE, por meio da
correlagdo da migracao da proteina no gel com a migragdo dos marcadores moleculares

de massa molecular conhecida, em condigdes nao redutoras.

3.7 Ensaio de aglutinacio bacteriana

O experimento envolveu o uso das bactérias Staphylococcus aureus ATCC
25923 e ATCC 700698, S. epidermidis ATCC 35984 e Escherichia coli ATCC 11303,
seguindo um método adotado por Melo e colaboradores (2014), com modificagdes. Todas
as linhagens bacterianas foram inicialmente cultivadas em placas contendo Tryptic Soy
Agar (TSA) por 24 horas a uma temperatura de 37 °C.

Da placa com as bactérias crescidas foram escolhidas as colonias isoladas,
que foram transferidas para 5 mL de caldo nutritivo Trypticase Soy Broth (TSB) e
incubadas por mais 24 horas a 37°C. Apds esse periodo, as células foram coletadas por
centrifugacao a 2.000 xg por 10 minutos a 4 °C e lavadas trés vezes com um tampao Tris-
HCl1 50 mM pH 7,6 contendo 150 mM de NaCl (TBS). Em seguida, as células foram

ressuspendidas em TBS contendo formaldeido a 4% e mantidas a 4 °C por 24 horas. Apos
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a incubacdo com formaldeido, as células foram novamente lavadas com TBS e a
concentracio final das bactérias foi ajustada para 2x10® por meio da leitura da absorbancia
a 620 nm de acordo com as curvas de crescimento pré-determinadas no Laboratdrio
Integrado de Biomoléculas (LIBS).

Em microtubos foram adicionados 50 puL das células bacterianas com 50 pL
de uma solugdo de lectina do P3, que foi obtida da cromatografia de troca i6nica com
concentragdo de 1 mg.mL™'. As misturas foram incubadas a temperatura ambiente por 1
hora e transferidas para laminas antes da visualizagao.

Além disso, foi realizada uma anélise da capacidade aglutinante da lectina na
presenca de tiroglobulina (glicoproteina inibidora), na qual a lectina foi pré-incubada com
50 pL de tiroglobulina a uma concentragio de 1 mg.mL™ por 30 minutos. Apds este
periodo foi adicionado 100 pL da suspensdo bacteriana. O grupo de controle consistiu
apenas das células bacterianas, com ou sem a presenca de tiroglobulina. A observacao da
atividade foi realizada utilizando um microscopio Optico Basic Trinocular

Planocromatico — K55TP.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Atividade hemaglutinante e inibi¢do da atividade hemaglutinante do extrato de

Cliona celata.

O extrato de Cliona celata apresentou forte atividade hemaglutinante frente a
eritrocitos nativos de coelho (2048 H.U.mL™). Este dado corrobora com os experimentos
de Dodd et al., (1968), que relataram o efeito aglutinante do extrato de C. celata frente a
eritrocitos de coelho. Na ocasido também foi avaliado a atividade do extrato frente a
eritrocitos humanos do sistema ABO, mas ndo houve hemaglutinagdo (DODD et al.,
1968).

A atividade hemaglutinante do extrato de C. celata foi inibida apenas pelas

glicoproteinas asialofetuina, fetuina bovina e tiroglobulina suina (Tabela 2).

Tabela 2 - Inibi¢do da atividade hemaglutinante de extrato de Cliona celata.

Glicoproteinas CIM
Tiroglobulina suina 125 ug/mL
Asialofetuina bovina 125 pg/mL

Fetuina bovina 1000 pg/mL

Fonte: o Autor (2023). Concentragdo inibitoria minima. Concentragio inicial de glicoproteinas: 1mg.mL"'.

A atividade hemaglutinante foi inibida por glicoproteinas que contém N-
glicano do tipo complexo (tiroglobulina), assim como O-glicoproteinas (fetuina e
asialofetuina bovina). Ambas as glicoproteinas possuem galactosideos: na tiroglobulina
possui a lactosamina (Gal B1-4 GlcNAc) e Asialofetuina/Fetuina (Gal f1-3GalNAc). Os
dados também sugerem que a presenca do acido sidlico compromete a unido de
carboidratos, visto que a forma desialilada da fetuina mostrou maior poder inibitorio
sobre a lectina. Em comparagdo, o extrato de C. celata quando estudado por Gold et al.,

(1971) foi inibido contra galactose e derivados.

4.2 Efeito de ions divalente na atividade hemaglutinante do extrato de Cliona celata

A atividade hemaglutinante do extrato de Cliona celata mostrou ser
independente de Ca*". A atividade hemaglutinante foi observada mesmo na presenca
EDTA, que ¢ um composto que age como quelante de ions metalicos, fazendo com que

lectinas dependentes de ions célcio percam sua atividade hemaglutinante em sua
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presenca. As lectinas isoladas de C. varians, CvL-1 e CvL-2 mostraram ser dependentes
de célcio (MOURA et al., 2006; MOURA et al., 2015). Entretanto, varias lectinas de
esponja marinha sdo independentes de ions divalente, tais como a Aplysina cauliformis
(ACL), A. fulva (AFL) e A. lacutuca (ALL) (CARNEIRO et al., 2017, CARNEIRO et
al.,2019; VIANA 2021).

4.3 Purificacio parcial da lectina de Cliona celata

Uma nova lectina presente na esponja marinha Cliona celata foi parcialmente
isolada por meio de uma combinagdo de precipitagdo com sulfato de amonio,
cromatografia de troca idnica e cromatografia de exclusdo molecular.

A lectina presente no extrato bruto foi concentrada com a adi¢ao de sulfato
de amdnio da propor¢do 0-70% de saturacao (F0-70).

A cromatografia de troca i6nica em coluna HiTrap Q FF da fra¢do 0-70% foi
efetiva no isolamento da lectina (P3), eluida através de um gradiente de NaCl 0-1M, que
apresentou toda a atividade hemaglutinante retida na coluna, correspondendo as fragdes
8 a 12 (Figura 3).

A cromatografia de troca i6nica ¢ um método amplamente empregado para a
purificagdo de lectinas, ela normalmente ¢ utilizada como forma preliminar de separacao.
Lectinas isoladas das esponjas Craniella australiensis e Haliclona caerulea foram
isoladas com auxilio desta cromatografia em combinagdo com outras técnicas

(CARNEIRO et al., 2013; XIONG et al., 2006).
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Figura 3 - Cromatografia de troca ionica da fragdo 0-70 do extrato de Cliona celata.
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Fonte: o Autor, (2023). Cromatografia de troca i6nica coluna HiTrap Q FF, acoplada a um sistema AKTA
Pure (GE Healthcare). A coluna foi equilibrada com tampao TBS, pH 7,6 e eluida com gradiente de sal
NaCl entre 0-1 M. O fluxo foi mantido em 1 mL.min-1. Os tubos coletados foram 8-12.

Apds a cromatografia de troca idnica, a fracdo ativa (P3) foi submetida a
cromatografia de exclusdo molecular. A fragdo que apresentou atividade hemaglutinante
foi eluida no minuto 13 da cromatografia (Figura 4).

A cromatografia de exclusdo molecular ¢ uma técnica empregada imprescindivel
no processo de purificacdo de lectinas. Os protocolos de purificagdo para as lectinas
Aplysina lacunosa e A. aarcheri (MIARRONS; FRESNO, 2000) incluem esta
cromatografia como método de purificacdo, bem como foi utilizada para outras lectinas
de esponjas como a Aplysina lactuca (ALL) no qual mostrou um pico simétrico de 94

kDa (CARNEIRO et al., 2017) e para Aplysina fulva (AFL) foi observado um pico de
150 kDa (CARNEIRO et al., 2019).
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Figura 4 - Cromatografia de exclusdo molecular do P3 da Cliona celata.
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Fonte: o Autor, (2023). Cromatografia de exclusdo molecular de P3 em coluna Acquity UPLC® Waters
BEH SEC Column de 200 A, 1,7 um, 4,6 mm x 300 mm, 1/pkg. A coluna foi equilibrada e eluida com o
tampdo TBS e pH 7,6. As fragdes foram monitoradas a 280 mm.

4.4 Estimativa da massa molecular

Em SDS-PAGE, a lectina presente no P3 de C. celata apresentou uma banda
majoritaria com aproximadamente 45 kDa na auséncia de f-mercaptoetanol, mas outras
bandas sdo também visiveis no gel, indicando a necessidade de utilizagdo de outras
técnicas para completa purificacdo da lectina de C. celata.

As lectinas de C. varians, CvL-1 e CvL-2, apresentaram monomeros de 28

kDa e 175 kDa, respectivamente (MOURA et al., 2006; MOURA et al., 2015).
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Figura 5 - Eletroforese em gel SDS-PAGE do P3 na auséncia de agente redutor.
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Fonte: o Autor, (2023). SDS-PAGE 15% contendo P3 de Cliona celata. O gel foi corado com Coomassie
Brilliant Blue R-250. MM: Marcador Molecular; 1: P3 na auséncia de Pmercaptoetanol.

4.5 Aglutinacgao de bactérias E. coli, S. epidermidis e Staphylococcus aureus

A lectina de C. celata mostrou ser capaz de aglutinar a bactéria Gram-positiva
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 e a Gram-negativa Escherichia coli ATCC
11303. Entretanto, a proteina ndo foi capaz de aglutinar as bactérias Gram-positivas S.

aureus ATCC 25923 ¢ ATCC 700698 (Figura 6).

Figura 6 - Efeito aglutinante nas cepas de Escherichia coli ATCC 11303, S. epidermidis ATCC 35984 e
Staphylococcus aureus ATCC 25923 ¢ ATCC 700698.
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Fonte: o Autor (2023). O efeito aglutinante do P3 foi verificado frente Escherichia coli ATCC 11303 ¢ na
Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 apenas. 1: Branco E. coli. 2: Lectina de Cliona celata contra E.
coli. 3: Branco E. coli com tiroglobulina. 4: Lectina de C. celata frente E. coli com tiroglobulina. 5: Branco
S. epidermidis, 6: Lectina de C. celata frente S. epidermidis 7: Branco S. epidermidis com tiroglobulina. 8:
Lectina de C. celata frente S. epidermidis com tiroglobulina, 9: Branco Staphylococcus aureus ATCC
25923. 10: Lectina de C. celata frente a S. aureus 25. 11. Branco Staphylococcus aureus ATCC 700698.
12: Lectina de C. celata contra S. aureus 70. Visualizagdo em lente 40 X. Setas pretas indicam a aglutinagao
das células bacterianas.

O efeito aglutinante demonstrado pela lectina de C. celata frente as cepas
bacterianas foi inibido pela presenca da glicoproteina tiroglobulina, o que indica o
envolvimento do dominio de reconhecimento a carboidratos da lectina na interacdo com
as células das bactérias.

Devido a capacidade das lectinas de reconhecer residuos de aglicares
especificos, algumas lectinas provenientes de esponjas podem se ligar a carboidratos
particulares presentes nas paredes celulares de microrganismos, resultando em atividades
antimicrobianas (GARDERES et al., 2015).

A lectina presente na esponja C. varians, a CvL-1 apresenta efeito citotoxico
em bactérias Gram-positivas, como Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus. No
entanto, a CvL-1 nd3o afetou bactérias Gram-negativas, como Escherichia coli e
Pseudomonas aeruginosa. A lectina presente na esponja Aplysina cauliformis, ACL
exibiu a capacidade de aglutinar E. coli, porém nao demonstrou a mesma atividade contra
S. aureus (VIANA, 2021).

A lectina presente na esponja marinha Aplysina lactuca, ALL, foi capaz de
aglutinar tanto bactérias Gram-positivas quanto Gram-negativas, mas ndo inibiu o

crescimento planctonico dessas bactérias (CARNEIRO et al., 2017).
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5 CONCLUSAO

Uma lectina de esponja marinha Cliona celata foi parcialmente purificada
utilizando combinagdo de precipitacdo com sulfato de amonio, cromatografia de troca
ionica e exclusdo molecular. A proteina apresentou atividade hemaglutinante contra
eritrocitos de coelho, sua atividade foi inibida por glicoproteinas. Como potencial
biotecnoldgico, foi observado que essa lectina demonstrou atividade de aglutinacao
contra cepas de E. coli e S. epidermidis. No entanto, se faz necessario estudos

complementares para melhor compreensao das atividades biologicas dessa proteina.
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