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RESUMO

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que tém a capacidade de se ligar a carboidratos
especificos, desempenhando um papel fundamental em processos biologicos, como
reconhecimento celular, adesdo, resposta imune e regulacdo do crescimento celular. As lectinas
de esponjas marinhas t€ém despertado interesse devido a sua diversidade estrutural e funcional,
bem como as suas atividades bioldgicas. Essas proteinas podem apresentar propriedades
antivirais, anticancerigenas, antimicrobianas e imunomoduladoras. As lectinas de esponjas
marinhas t€m demonstrado potencial como ferramentas para estudos de glicobiologia e para o
desenvolvimento de terapias direcionadas a doengas relacionadas a distarbios glicoproteicos. A
pesquisa em lectinas de esponjas marinhas pode contribuir para avangos significativos na
medicina, como o desenvolvimento de novos medicamentos antivirais, anticancerigenos e
antimicrobianos. Além disso, essas proteinas podem fornecer insights valiosos sobre os
mecanismos de reconhecimento celular e imunidade, levando a uma melhor compreensao das
doengas e a novas estratégias terapéuticas. O presente trabalho foi desenvolvido com foco em
avaliar o efeito da lectina ACL isolada da esponja marinha Aplysina cauliformis em combinacao
com os antibioticos ampicilina e tetraciclina. Os ensaios realizados ao longo desse trabalho para
extracdo e purificacao de ACL consistiram em salting in e salting out, técnicas cromatograficas
de afinidade e troca idnica combinadas. O processo de purificacdo foi acompanhado por
eletroforese em gel SDS-PAGE, teste de quantificagdo de proteinas e atividade hemaglutinante.
Foi determinada a composi¢do de estrutura secundaria da lectina por meio de dicroismo
circular, resultando em estrutura correspondendo a 57% folha-f. ACL foi submetida a ensaios
combinados com antibidticos frente as cepas Staphylococcus aureus, S. epidermidis e
Escherichia coli, os quais demonstraram o efeito sinérgico da lectina em combinagdo com

antibioticos.

Palavras-chave: Lectina; Esponja marinha; Atividade Antibacteriana.



ABSTRACT

Lectins are proteins or glycoproteins that have the ability to bind to specific carbohydrates,
playing a fundamental role in biological processes such as cell recognition, adhesion, immune
response, and regulation of cell growth. Lectins from marine sponges have attracted interest
due to their structural and functional diversity, as well as their biological activities. These
proteins can exhibit antiviral, anticancer, antimicrobial, and immunomodulatory properties.
Lectins from marine sponges have shown potential as tools for glycobiology studies and for the
development of therapies targeted at diseases related to glycoprotein disorders. Research on
lectins from marine sponges can contribute to significant advancements in medicine, such as
the development of new antiviral, anticancer, and antimicrobial drugs. Additionally, these
proteins can provide valuable insights into cellular recognition and immunity mechanisms,
leading to a better understanding of diseases and new therapeutic strategies. The present work
was conducted with a focus on evaluating the effect of the ACL lectin isolated from the marine
sponge Aplysina cauliformis in combination with the antibiotics ampicillin and tetracycline.
The assays performed throughout this work for ACL extraction and purification consisted of
salting in and salting out, combined affinity chromatography, and ion exchange techniques. The
purification process was monitored by SDS-PAGE gel electrophoresis, protein quantification
tests, and hemagglutination activity. The secondary structure composition of the lectin was
determined using circular dichroism, resulting in a structure corresponding to 57% beta-sheet.
ACL was subjected to combined assays with antibiotics against Staphylococcus aureus, S.
epidermidis, and Escherichia coli strains, which demonstrated the synergistic effect of the lectin

in combination with antibiotics.

Keywords: Lectin; Marine Sponge; Antibacterial Activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esponjas marinhas

As esponjas sdo animais notaveis e onipresentes nas diversas profundidades dos
ambientes aquaticos, estes organismos podem estar distribuidos desde zonas entre marés até
regides mais abissais do oceano. Inicialmente esses organismos eram considerados pertencentes
ao reino plantae que em primeira impressao podem ser assim considerados, devido sua auséncia
de movimento, bem como pela sua estrutura ramificada (SARA, 2023). Atualmente as esponjas
marinhas sdo caracterizadas como animais bentonicos (dispdem de meio de vida séssil fixo ao
substrato), integrantes do filo porifera (do latim porus = poro, ferre = possuir), conhecidos como
0s metazoarios mais primitivos que habitam o planeta Terra (VAN SOEST et al., 2012).

Morfologicamente as esponjas mais simples apresentam um formato cilindrico rico em
poros na parede do corpo, com uma grande cavidade no seu interior, a qual se chama atrio ou
espongiocele. Sistematicamente, a 4gua presente no meio entra no atrio por meio dos poros e
posteriormente ¢ expelida por uma grande abertura comum denominada dsculo. Vale destacar
que os animais desse filo possuem uma imensa variagdo quanto a suas formas corporais,
incluindo o tamanho do atrio, nimero de ésculo e a posicdo onde se encontram as células

filtradoras de alimento (MORPHOLOGY OF SPONGES, 2023) (Figura 1).

Figura 1 - Morfologia geral de esponjas e principais estruturas destacadas.

Osculo

Mesoilo
A

. If
Pordcitos —Q

Fluxo de agua ——-... @
11
1§ a9
o) ol
b .

Espiculas

Coanocito
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Fonte: Adaptado de Longman, (1999).
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Variados tipos de células realizam atividades diferentes nas esponjas. Os pinacocitos,
por exemplo, constituem a camada mais externa dos poriferos e cessam em uma camada
gelatinosa conhecida como meso-hilo (matriz formada por gel semelhante ao colageno).
Existem também células especializadas, em formato tubular, que funcionam como valvulas
reguladoras do fluxo de 4gua, formando os O&stios e conhecidas como pordcitos

(MORPHOLOGY OF SPONGES, 2023) (Figura 2).

Figura 2 - Esquema do plano basico do corpo da esponja e alguns dos tipos de células

especializadas encontradas nas esponjas.
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Fonte: Adaptado de Morphology of Sponges, (2023).

Os poriferos sdo desprovidos de trato digestivo, misculos e nervos, bem como sistemas
de sinalizagdo neuronal tradicionais, além de alguns genes essenciais que sao comuns aos
metazoarios. As esponjas possuem raizes ciliares com estrias transversais nas células larvais e
nos coanocitos, aspectos comuns a varios organismos do reino protista. No entanto, as esponjas
possuem atributos que as classificam como metazodarios, tais como, unides especializadas entre
as células, pluricelularidade advinda da deposi¢dao de camadas embrionarias, juncdes entre as
células de modo especializado, reproducao sexuada, desenvolvimento de embrides por um
conjunto de divisdes a nivel celular e capacidades sensoriais (BRUSCA; MOORE; SHUSTER,
2018).

Quanto a arquitetura, as esponjas podem ser agrupadas em trés categorias. A estrutura

asconoide possui uma coanoderme simples e continua que reveste a espongiocele, nesse sistema
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a dgua entra pelos 0Ostios, passa pelos porécitos até chegar ao atrio e ser expelida pelo 6sculo.
Na estrutura siconoide a coanoderme apresenta dobras que formam os canais flagelados, esse
sistema possui entrada de agua pelos poros dermais que passam por vias condutoras e alcancam
os canais flagelados, por fim, apds passar pelo espongiocele sai pelo 6sculo. Na estrutura
leuconoide a dgua entra no sistema por meio de poros dermais, passa por vias condutoras que
terminam nas camaras flageladas, enfim a 4gua ¢ levada por condutos eferentes e sai pelo 6sculo

(BRUSCA; MOORE; SHUSTER, 2018) (Figura 3).

Figura 3 - Arquitetura corporal de porifera. Condi¢ao asconoide, siconoide e leuconoide

ASCONOIDE SICONOIDE LEUCONOIDE

Fonte: Wikimedia Commons, (2008).

No total as esponjas somam quase 11.000 espécies descritas. Taxonomicamente o0s
poriferos sdo classificados em quatro classes: Hexactinellida (do latim hex = seis, aktis = raio,
ellus = sufixo diminutivo), atribuidas de esqueleto formado por espiculas de silica e que
preferem se estabelecer em aguas profundas; Demospongiae (do grego demos = povo, pongos
= esponja), nessa classe encontram-se espécies contendo espiculas silicosas e de tipos variados
exceto, hexactinais; Homoscleromorpha (do latim homos = igual, skleros = duros, morphe =
forma), apresentam espiculas muito pequenas e com forma simples ou em alguns casos
auséncia delas, sendo encontradas em profundidades que vao desde as areas costeiras até a
8600 m; e Calcarea (do latim calcis = calcario), que possuem espiculas constituidas por
carbonato de calcio. (CARDENAS, 2015; GAZAVE et al., 2012; HABENER; HOOPER;
CARROLL, 2016; MORROW; SPERLING et al., 2010; VAN SOEST et al., 2023).
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1.2 Aplysina cauliformis

A Aplysina cauliformis pertence a classe demospongiae e género aplysina. Das 10.900
espécies de esponjas descritas até o momento, pelo menos 81% pertencem a classe
Demospongiae (VAN SOEST et al., 2023; YANG et al., 2017), sendo conhecida como a classe
mais abundante em espécie além de grande variedade morfologica (BRUSCA; MOORE;
SHUSTER, 2018).

A familia Axinellidae ¢ formada geralmente por esponjas incrustantes, macigas,
ramificadas, em forma de leque e tubulares; muitas vezes atribuidas de coloracao vermelha,
laranja ou amarela; superficie ¢ geralmente aveludada para ericada devido a projecdo de
espiculas coanossomicas. Os poriferos dessa familia estdo amplamente distribuidos em aguas
rasas ou profundas, presentes principalmente, em recifes de corais (ALVAREZ & HOOPER,
2002). Sao aproximadamente 350 espécies muitas das quais s3o consideradas importantes do
ponto de vista ecologico (WORMS - WORLD REGISTER OF MARINE SPECIES, 2023).

A espécie Aplysina cauliformis possui formato de corda, formando grandes massas
intrincadas que chegam a medir mais de 1 metro de comprimento. A esponja apresenta cor
malva ou roxa, seus poros ou dsculos, encontram-se alinhados e distribuidos ao longo de seus

ramos e possuem bordas abauladas (CORALPEDIA - Aplysina cauliformis a, 2023) (Figura 4).

Figura 4 - Aplysina cauliformis. Grande massa emaranhada de esponja (A). Poros exalantes

dispostos em fileiras alinhadas ao longo dos ramos (B).

Fonte: Adaptado de Coralpedia, (2023).



17

1.3 Compostos bioativos de esponjas marinhas

As esponjas marinhas sdo responsaveis por uma série de compostos bioativos
sintetizados como o0s esterdis, terpenos, nucleosideos, peptideos ciclicos e alcaldides
(VARIJAKZHAN et al., 2021). Gragas a essa capacidade de sintetizar uma série de moléculas,
que possuem a caracteristica de beneficiar o sistema de defesa, as esponjas se destacam como
uma fonte de biomoléculas, com potencial para aplicagdio na biomedicina (KIM;
DEWAPRIYA, 2012; ROUE et al., 2012).

Na literatura sdo descritos exemplos de compostos extraidos de diversos poriferos que
resultaram em atividades de interesse, como o depsipeptideo conhecido como Papuamida A,
isolado a partir de Theonella mirabilis e T. swinhoei, o qual mostrou proteger células leucémicas
em cultura contra infecgdo pelo HIV-1 in vitro (FORD et al., 1999). Homofiminas extraidos da
esponja Homophymia sp. apresentaram efeito citotoxico em células de cancer (ZAMPELLA et
al., 2009). Da esponja Geodia corticostylifera foi extraida a Geodiamolida H, que apresentou
efeito inibitorio em células de cancer de mama. Da esponja Haliclona sp. foram isoladas
Halipeptinas, que sdo compostos conhecidos por possuirem atividade anti-inflamatéria com
efeito dependente da dose (RANDAZZO et al., 2001).

A partir da esponja Stylotella sp. foi isolado o stilopeptideo 2, esse apresenta atividade
antileucémica (BRENNAN et al., 2008). Da esponja Discodermia sp. foram obtidos
tetradecapeptideos citotoxicos que demostraram efeito inibitoério na proliferacdo de células
cancerigenas e leucémicas (MATSUNAGA; FUSETANI; KONOSU, 1985).

Um composto glicosilado, conhecido como karimanone, derivado da esponja marinha
Xestospongia sp., se mostrou ativo contra uma cepa multirresistente de Salmonella entérica
(SIBERO et al., 2020). Da esponja marinha Axinella cannabina foi isolado o fungo
Talaromyces rugulosus que produziu derivados de lactona, que apresentaram efeito citotoxico
contra células de linfoma murino (KUPPERS et al., 2017).

Os exemplos mais relevantes de compostos extraidos de poriferos sdo: o antiviral
comercializado 9-fB-D-arabinofuranosiladenina, conhecido comumente como Ara-A ou
Vidarabina e o antileucémico arabinofuranosil ou simplesmente Ara-C ou citarabina, ambos
sdao compostos derivados da esponja marinha Cryptotethya crypta, que também sao conhecidos
por serem os primeiros medicamentos de origem marinha a serem aprovados para o uso em

humanos (BERGMANN; FEENEY; PFIZER, 1951).
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1.4 Lectinas

Na segunda metade do século XIX, o microbiologista Hermann Stillmark descreveu
pela primeira vez a existéncia de proteinas com capacidade de aglutinar globulos vermelhos.
Em 1954 Boyd e Shapleigh analisaram que essas proteinas aglutinavam de forma seletiva
eritrocitos do sistema ABO, assim nomearam como “lectina” do latim /egere que significa
escolher. A defini¢do para essas macromoléculas estd em constante evolugdo, nos dias atuais

as lectinas sdo descritas como proteinas ou glicoproteinas com capacidade de se ligar aos

carboidratos de forma reversivel (OCADIZ, 2023; SOL et al., 2006; VASTA; AHMED, 2009).

As lectinas sdo responsaveis por muitos processos biologicos, podendo citar
reconhecimento celular, mecanismo de defesa contra virus e bactérias (BRZEZINSKA &
BUJACZ, 2020; SHARON & LIS, 2004). As lectinas possuem capacidade anticancer, pois a
propriedade intrinseca da lectina permite que a mesma se ligue a residuos de agtcar especificos
em glicoproteinas e até mesmo complexos glicolipidicos, faz com que ela se torne uma
candidata apta para estudos biomédicos. Por esse motivo diversas lectinas tém sido utilizadas
no tratamento contra cancer, € em alguns casos com éxito, avangando para ensaios pré-clinicos
e clinicos. Atividades antidiabéticas também sdo proporcionadas por lectinas, nesse aspecto, os
estudos apresentam o efeito positivo das lectinas em pacientes diabéticos. As lectinas exibem
acdo fungicida, por meio de suas ligagdes com quitina e outros glicanos encontrados na
superficie do fungo. As lectinas dispdoem também de atividade antiparasitaria, foi relatado que
alguns parasitas responsaveis por causar infec¢des como Trypanosoma cruzi e Leishmania spp.,

sofrem interferéncia nos processos bioldgicos (MISHA et al., 2019).

1.5 Lectinas de esponjas marinhas

Atualmente se tem conhecimento de aproximadamente 45 lectinas isoladas a partir das
espécies de esponjas conhecidas, essas macromoléculas por sua vez ja apresentaram potencial
biotecnoldgico significativo (DUARTE, 2022). As lectinas sdo agrupadas em diferentes
familias (Tabela 1) de acordo com dois fatores principais: a seletividade de ligagdo e sequéncia
de aminoécidos. Nas esponjas ja foram descritas lectinas pertencentes as seguintes familias:
galectinas, taquilectina e tipo C, entretanto existem outras lectinas que ndo foram agrupadas em
familias e sim quanto a sua especificidade de ligagio (GARDERES et al., 2015).

As galectinas, anteriormente denominadas como lectinas do tipo S, sdo conhecidas por
apresentarem seletividade de ligacdo a residuos P-galactosideos. No nivel extracelular as

galectinas se ligam a células unindo-se aos glicanos e a matriz extracelular. Além disso, as
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lectinas pertencentes a essa familia podem ser encontradas no citoplasma e no nucleo celular
(HIRABAYASHI; KASAIL 1993; YANG; RABINOVICH; LIU, 2008). As galectinas estdo
agrupadas em subfamilias de acordo com sua arquitetura estrutural, sendo assim existem trés
tipos diferentes: o modelo prototipo, que possui um unico dominio de reconhecimento ao
carboidrato DRC e também pode formar homodimeros (galectina-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13 , -
14 e -15); o tipo quimera (galectina-3), essa possui uma regido ndo lectinica com cerca de 120
aminoacidos ligada ao DRC; E a galectina do tipo repeticao em tandem que possui dois DRCs
(galectina-4, -6, -8, -9 e -12) (Homologos) em uma tnica cadeia polipeptidica ligados por um
linker de aproximadamente 70 aminoacidos (MUNCHEN et al., 2016; UNAJAK et al., 2015;
YANG; RABINOVICH; LIU, 2008) (Figura 5).

Figura 5 - Galectinas prototypical apresentando um CRD (a). Galectina do tipo tandem-repeat

com dois CRDs diferentes (b). Galectina-3 ou tipo chimera com regido N-terminal ligada ao

CRD (c).
a) Protétipo b) Repeticdo em tandem c) Quimera
Homodimero Heterodimero (Um CRD ligada a

(Dois CRDs idénticos) (Dois CRDs distintos) regido N-terminal)
Gal-1 Gal-11 Gal-4 Gal-9 Gal-3

Gal-2 Gal-13 Gal-6 Gal-12

Gal-5 Gal-14 Gal-8

Gal-7 Gal-15

Gal-10

Mondémero Dimero Monémero Dimero Mondémero Oligbmero

Fonte: Adaptado de Wang et al., (2019)

As taquilectinas s@o uma classe de lectinas descritas pela primeira vez no caranguejo-
ferradura (Tachypleus tridentatus) (SHIMIZU; ITO; NIWA, 1977). As proteinas relacionadas
a essa divisdo apresentam seis dominios de ligacdo repetidos ao longo de sua estrutura

(FUNAYAMA et al., 2005; LOPEZ, 2022; SCHRODER et al., 2003).
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Nos poriferos ha também as lectinas do tipo C. Inicialmente a terminologia tipo C foi
utilizada para descrever as lectinas com dependéncia de ligagdo a Ca?’, no entanto com avangos
nas pesquisas foi descoberto que as lectinas dessa divisdo apresentavam caracteristicas
semelhantes no aspecto de dominio de reconhecimento de carboidratos (DRICKAMER, 1993;
LOPEZ, 2022).

1.6 Efeito de lectinas sobre bactérias, biofilmes e antibioticos

As lectinas recebem destaque devido seu grande potencial de aplicagdo biotecnologica.
Foram descritas diversas atividades antibacterianas dessas macromoléculas. A lectina isolada
da esponja marinha Chondrilla caribensis (CCL) é uma proteina homotetramérica que
apresentou capacidade de aglutinar as bactérias Staphylococcus aureus, S. epidermidis e
Escherichia coli, além de reduzir a biomassa do biofilme bacteriano (MARQUES et al., 2018).

Outra lectina amplamente estudada foi a AFL, oriunda de Aplysina fulva, essa proteina
demostrou-se capaz de inibir o crescimento das bactérias Pseudomonas aeruginosa, Candida
albicans e C. tropicalis (FILHO, 2014). Carneiro e colabores (2019) destacaram ainda que a
AFL reduziu significativamente a formagao do biofilme bacteriano de células patogénicas de
Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Escherichia coli.

Também foi avaliado o potencial antimicrobiano de lectinas em combinagdo com
antibidticos. A lectina extraida da planta Alpinia purpurata (Apul) conjugada com oxacilina,
fluconazol e ceftazidima revelou efeito de sinergismo contra diferentes cepas bacterianas
testadas, que exibiram resisténcia ao antibiotico de forma isolada (FERREIRA et al., 2018). Da
lectina CasuL isolada a partir da planta Calliandra surinamensis foi avaliado o potencial
antibacteriano quando combinada CasuL com ampicilina e tetraciclina. As combinagdes entre
a lectina e os antibidticos resultaram em efeito sinérgico e demostraram reduzir o biofilme
bacteriano (PROCOPIO et al., 2019).

Da esponja Aplysina lactuca foi isolada a ALL, essa lectina foi submetida a
ensaios frente a cepas bacterianas gram positivas e gram negativas, onde a lectina destacou
potencial antibacteriano por aglutinar ambas as células patogénicas testadas, bem como, reduzir
a massa microbiana do biofilme (CARNEIRO et al., 2017). Recentemente a ALL foi submetida
a ensaios com foco em avaliar o potencial antimicrobiano da lectina em combinagdo com os
antibidticos ampicilina e tetraciclina, que ndo s inibiu contra cepas multiresistentes como

também potencializou o efeito dos antibidticos (DUARTE, 2022).



Tabela 1 — Familias de lectinas isoladas de esponjas.
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NOME ESPECIE TAMANHO EM kDa LIGANTES CATIONS
(SUBUNIDADES)
Galectinas
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
CalL Cinachyrella alloclada 16 (2) Galactosideos Ca®"
ALL Aplysina lactuca 15 (4) Galactosideos Ca*
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®*
PsL Pellina semitubulosa 200.0 (6) Galactosideo/arabinose Ca®*
Tachylectinas
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; nd — Nao determinado
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar o efeito antimicrobiano da lectina ACL, isolada da esponja marinha

Aplysina cauliformis, em combina¢do com antibidticos.

2.2 Objetivos especificos
e Avaliar atividade hemaglutinante de extratos proteicos da esponja marinha.

e Purificar lectina ACL da esponja marinha A4. cauliformis.

e Avaliar estrutura secundaria de ACL por dicroismo circular.

e Avaliar potencial de ACL combinada com antibidticos ampicilina e tetraciclina
frente as cepas bacterianas Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Escherichia

coli.
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3 METODOLOGIA

3.1 Material bioldgico

Espécimes de Aplysina cauliformis foram coletados em um ponto de mergulho do
Parque Estadual Marinho da Pedra da Risca do Meio (03°35°19” S e 038°24°32” W),
localizado no municipio de Fortaleza, litoral do Ceara. As coletas, bem como o acesso ao
patrimdénio genético das esponjas foram reguladas e previamente autorizadas pelos
devidos o6rgdos ambientais, por intermédio de registros no SISBIO (Sistema de
Autorizagdo e Informagao em Biodiversidade, ID: 33913-8) e SISGEN (Sistema Nacional
de Gestdo do Patrimonio Genético ¢ do Conhecimento Tradicional Associado, ID:

AC14AF9).

O material biologico foi armazenado dentro de sacos plésticos e acomodado em
caixa térmica sendo entdo transportado até o laboratorio, onde foi armazenado a -20 °C

até posterior uso.

3.2 Preparacio do extrato proteico

As etapas de obtenc¢do do extrato total de Aplysina cauliformis estdo apresentadas
na figura 6. Os espécimes foram cortados em pequenos pedacos, suspensos e macerados
em tampao Tris-HCI 20mM, de pH 7,6, contendo NaCl 150 mM (TBS), seguindo a
proporcao 1:2 (p/v). A mistura foi filtrada em tecido de nylon, de modo que as particulas
maiores ficaram retidas na malha, em seguida, a mistura foi centrifugada a 9.000 xg, por
30 minutos, a 4 °C. O precipitado resultante da centrifugacdo foi descartado e o

sobrenadante, denominado de extrato bruto.
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Figura 6 — Etapas de preparacdo do extrato proteico.

Fonte: Elaborado pelo autor, (2023)

3.3 Purificacao da lectina

A lectina presente na esponja marinha A. cauliformis foi obtida seguindo o
protocolo prévio estabelecido por Viana (2021) com algumas modificagoes. Para
isolamento da lectina, o extrato bruto foi submetido inicialmente a precipitagdo com
sulfato de amonio a 100% de saturacdo, em seguida a mistura permaneceu por 4 h a 4 °C.
A amostra foi centrifugada a 9.000 xg, por 30 minutos, a 4°C e o precipitado foi

solubilizado no mesmo tampao de extra¢do sendo denominado de fragao 0-100.

A principio foi realizada uma cromatografia de afinidade em matriz de Sepharose
4B. Nesse trabalho foram aplicados 30 mL de fragdo 0-100 em coluna de afinidade 6B
(1,0 x 5,0 cm), previamente equilibrada com TBS. As fragcdes nao retidas na coluna foram
lavadas com TBS até atingirem absorbancia abaixo de 0,02 a uma leitura de 280 nm. O
tampao TBS com lactose 300 mM foi utilizado para eluir as proteinas retidas na matriz,
nessa etapa os eluatos com absorbancia acima de 0,02 foram coletados, denominados de

P2 Sepharose e armazenados a - 20 °C até posterior uso.
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As fragdes da cromatografia foram reunidas e dialisadas contra dgua destilada e
ultra pura, sendo entdo liofilizadas. A cromatografia de troca idnica compreendeu a etapa
seguinte, sendo realizada em coluna HiTrap Q FF acoplado ao sistema automatico AKTA
pure (GE Healthcare Life Sciences). O material liofilizado foi solubilizado em pequena
quantidade de tampao Tris-HCL 20 mM, pH 7,6. O mesmo tampao de solubilizacdo foi
utilizado para equilibrio da coluna e eluicdo foi realizada com aumento gradual na
concentracdo de NaCl entre 0-1 M. O fluxo de 1 mL.min"! foi mantido e fracdes de 1 mL

foram coletadas. A cromatografia foi monitorada por absorbancia a 280 nm.

Figura 7 — Fluxograma de purifica¢do da proteina.
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Fonte: Elaborado pelo Autor, (2023)

3.4 Determinacio da concentracio de proteinas

Durante a extracdo até a etapa final de purificagdo da lectina foram coletadas
fragdes e submetidas a ensaios de atividade hemaglutinante (SAMPAIO et al., 2002) bem
como para determinagdo da concentragdo de proteinas totais pelo teste de Bradford

(BRADFORD, 1976).
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3.5 Testes de Hemaglutinacio

Os testes de atividade hemaglutinante foram realizados usando eritrocitos de
coelhos, mantidos no setor de cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal do Ceard sob autorizagdo CEUAP 2211202101. A lavagem dos eritrocitos
ocorreu 6 vezes em diluicdo de NaCl 150 mM na proporg¢do de 1/10, em seguida, uma
suspencao a 3% de eritrocitos foi preparada em NaCl 150 mM (v/v).

Os ensaios foram realizados em placas de microtitulacao, com fundo em formato
“V”, a partir do método de diluicao seriada, seguindo a metodologia padrao (SAMPAIO,
et al., 2002).

Figura 8 — Atividade hemaglutinante com diluicao seriada em placa de microtitulacao.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2023)
* Esquema da placa de microtitulagdo. A diluigdo progressiva da amostra proteica foi realizada no sentido

horizontal, partindo dos pogos na coluna 1 em diante.

3.6 Avaliacao da pureza da lectina

A pureza e homogeneidade da proteina foram avaliadas por eletroforese em gel
de poliacrilamida/dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE), corado com Coomassie Brilliant
Blue. As amostras foram preparadas na presenga e auséncia de B-mercaptoetanol
(LAEMMLLI, 1970). O gel foi sujeito a uma corrente elétrica constante de 25 mA e tensdo
de 150 V, com duragao de uma hora.

A massa molecular da proteina alvo foi estimada através da comparagdo da

migracao da lectina purificada com proteinas de peso molecular previamente conhecido.
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Também foi estimada a massa molecular nativa por meio de cromatografia de exclusao
molecular, em coluna BEH SEC de 200 A, 1,7 um, 4,6 mm x 300 mm, 1/pkg, acoplada a
um sistema UPLC (Ultra Performance Liquid Chromatography) Acquity (Waters).

3.7 Dicroismo circular de ACL

A determinagdo da composicdo da estrutura secundaria da lectina ACL foi feita
utilizando espectropolarimetro, Jasco J-815 (Jasco International Co., Téquio, Japao)
ligado a um peltier com controle de temperatura.

A lectina foi solubilizada em uma solugcdo de fosfato 20 mM e pH 7, com
concentracdo de 0,2 mg.mL™! e disposta em cubeta de quartzo retangular com caminho
optico de 5 mm. Os espectros foram adquiridos no intervalo entre 190 € 240 nm (far-UV),
a uma velocidade de varrimento de 50 nm.min™!. O percentual das estruturas secundérias,
a-hélice, B-folha e estrutura desordenada foram estimadas utilizando o algoritmo e base
de dados Selcon 3 (SREERAMA; WOODY, 2000) acessado pelo servidor on-line
DichroWeb (WHITMORE; WALLACE, 2008).

3.8 Atividade antibacteriana de ACL combinada com antibidticos
A avaliacdo do efeito da lectina ACL combinada aos antibidticos foi realizada

através do método checkerboard, descrito nos trabalhos realizados por Lechartier,
Hartkoom e Cole (2012) com adaptagdes.

O método resume-se em multiplas diluicdes com dois agentes antimicrobianos em
concentragdes equivalentes, abaixo ou acima das CIMs para os microrganismos testados.
Este método consiste em colunas contendo concentragdes diferentes da droga “A”
diluidas ao longo do eixo x, e linhas contendo as concentra¢des da droga “B” ao longo do
eixo y (LORIAN, 2005).

Para este estudo, foi avaliada a combinacdo de ACL com os antibidticos
ampicilina e tetraciclina, contra todas as bactérias Staphylococcus aureus ATCC 25923
S. aureus ATCC 700698 S. epidermidis ATCC 35984 Escherichia coli ATCC 11303.

Para cada combinacao testada foram usados 25 pogos da microplaca de 96 pogos
(Figura 9) de fundo em "U", das linhas A a E, sendo o antibidtico diluido no sentido
vertical da placa, das linhas A a E nas concentragdes da CIM, 1/2 x CIM, 1/4 x CIM, 1/8
x CIM e 1/16 x CIM, e a lectina na concentracdo constante de 125 pg/mL nas colunas 1
a 5. Tanto os antibidticos quanto a lectina foram diluidos separadamente em placas de

microtitulacdo, e logo em seguida foram misturados em nova placa, que foi preenchido
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com 50 pL do antibiético, 50 puL da lectina e 100 pL. do indculo bacteriano previamente

ajustado. A linha F foi usada como controle da CIM do antibidtico, e a linha G como

controle do crescimento bacteriano. Logo apds a montagem das placas, estas foram

incubadas a 37°C por 24 horas e para a determinagao da nova CIM em combinagao, a

D.O foi mensurada a um comprimento de onda de 620 nm em leitor de microplacas

(Spectramax).

Figura 9 — Microplaca de 96 pocos para ensaio com lectina ACL combinada com

antibiotico.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2023)
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Para bactérias que apresentaram valores iguais a 1/2x CIM, considerou-se efeito
aditivo; valores entre 1/4 e 1/16, efeito sinérgico, valores 1x CIM, 2x CIM, considerou-

se como nao interagao.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacido da lectina
Na primeira cromatografia, realizada em coluna de Sepharose 6B, o extrato

proteico apresentou um pico retido, o qual foi eluido com lactose contida no tampao de
equilibrio (Figura 10).

E descrito na literatura que a purificagdo com uso de cromatografia de afinidade
foi realizada para as lectinas das esponjas marinhas Aplysina lactuca (ALL) (CARNEIRO
etal.,2017), Aplysina fulva (CARNEIRO et al., 2019) e Aplysina fistularis (ANDRADE,
2022).

Apbs a cromatografia de afinidade as fracdes retidas foram submetidas a
cromatografia de troca anionica em coluna HiTrap Q FF, onde foram coletadas as fragdes
eluidas entre o tubo 21 e o 26 (Figura 11). A purificacdo por meio de combinagdo
cromatografica ¢ relatada na purificacdo das lectinas de Haliclona caerulea (H-3)

(CARNEIRO et al., 2013) e Haliclona manglaris (HMA) (CARNEIRO et al., 2015).

Figura 10 — Cromatografia de afinidade de fracdo 0-100 do extrato de Aplysina

cauliformis.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2023).

* Cromatografia em coluna de Sepharose (1,0 cm x 5,0 cm), previamente equilibrada com tampao Tris-
HCI1 20 mM, pH 7,6, contendo NaCl 150 mM (TBS). Foram aplicados aproximadamente 30 mL da fragdo
0-100 do extrato de Aplysina cauliformis. Apos registro de absorbancia abaixo de 0,02 nm as proteinas
retidas na matriz foram eluidas em tampdo TBS, com a-lactose em concentragdo de 300 mM. No grafico a
seta indica o momento no qual foi aplicado o tampao TBS contendo lactose.
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Figura 11 — Cromatografia em coluna de troca idnica da amostra extraida da

cromatografia de afinidade.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2023).

* Cromatografia de troca idnica 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!. Os tubos coletados foram 21-26.

4.2 Determinacao da Massa Molecular

Na eletroforese em SDS-PAGE foi identificada na amostra sem -mercaptoetanol,
um monomero de aproximadamente 20 kDa, um dimero em torno de 45 kDa e um
oligdbmero na grandeza de 100 kDa. Na presenca de agente redutor foi identificado uma
unica banda de 20 kDa.

Os resultados sugerem que a lectina ACL apresenta cisteina, uma vez que forma
pontes dissulfeto entre cadeias peptidicas, assim, sua forma monomérica de 20 kDa
realiza ligagdes com outros mondmeros até¢ formar o oligdmero de 100 kDa.

Os resultados obtidos nesse trabalho corroboram com os dados encontrados por
Viana (2021), que ao estimar massa molecular por eletroforese de ACL, encontrou em
sua forma nativa um oligdmero de aproximadamente 66 kDa e duas bandas de
aproximadamente 30 e 35 kDa na presenca de agente redutor.

Outras lectinas apresentaram condi¢des semelhantes de cadeia peptidica em
eletroforese em gel, na presenga e auséncia de B-mercaptoetanol, como da esponja

marinha Haliclona implexiformis (HiL), que formou uma unica banda de 36 kDa e uma
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banda larga de 20 kDa com e sem P-mercaptoetanol respectivamente, na lectina da
esponja Aplysina fistularis (AfiL) foi observado que essa formou uma unica banda de 70
kDa que foi decomposta em duas bandas, sendo uma de 30 kDa e outra de 24 kDa
(ANDRADE, 2022). Outra lectina bastante estudada foi a extraida da esponja Aplysina
lactuca (ALL) (CARNEIRO et al., 2017) que mostrou uma tnica banda de 28 kDa e

quando em contato com agente redutor a mesma lectina apresentou uma banda de 19 kDa.

Figura 12 — Eletroforese em gel SDS-PAGE de ACL na presenga e auséncia de agente

redutor.

MW 1 2
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100 kDa .
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45 kDa
30 kDa
v $f &
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2023)

* SDS-PAGE 15% de ACL. O gel foi corado com Coomassie Brilliant Blue R-250. MM: Marcador
Molecular; 1: ACL na auséncia de B-mercaptoetanol; 2: ACL na presenga de B-mercaptoetanol.

A cromatografia de exclusdo molecular foi realizada em coluna BEH SEC
acoplada ao sistema Acquity UPLC® Waters, resultando em um tnico pico simétrico
estimado em 54,5 kDa (Figura 12). A cromatografia de exclusdo molecular foi feita 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 13 — Cromatografia de exclusdo molecular de ACL.
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2023).

*Cromatografia de exclusdo molecular de ACL em coluna Acquity UPLC® Waters BEH SEC Column de
200 A, 1,7 pm, 4,6 mm x 300 mm, 1/pkg. Calibraciio da coluna: tiroglobulina bovina, 669 kDa; apoferritina,
443 kDa; B-amilase, 220 kDa; alcool desidrogenase, 150 kDa; albumina sérica bovina, 66 kDa; anidrase
carbonica, 29 kDa; lisozima, 14 kDa.

4.3 Dicroismo circular

Por dicroismo circular foram obtidos espectros da lectina ACL (Figura 14), que
destacaram uma banda positiva proxima a faixa de 200 nm e uma banda negativa com
minimo na grandeza de 217 nm, caracteristicas intrinsecas a proteina, composta
majoritariamente por estrutura folha-f (SREERAMA; WOODY, 2003). Os espectros
foram analisados utilizando a ferramenta de predigdo CONTIN alocado no servidor
online DICROWEB (SPOELDER; GRONDELLE; GROEN, 1990). A andlise exp0s que
a estrutura secundaria de ACL ¢ composta por 1% em a-hélice, 57% folha-B e 42%

estrutura desordenada ou randomicas.

30,00
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Figura 14 — Espectro de dicroismo circular de ACL
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Fonte: Elaborado pelo autor, (2023)
* Gréafico de espectro de Dicroismo Circular (Far-UV; 190 a 240 nm) de ACL.

4.4 Concentracio de proteinas e atividade hemaglutinante
Foi realizada quantificagdo de proteinas pelo método de Bradford e avaliada a
atividade hemaglutinante durante as etapas de extragdo que demostraram que a ACL

apresentou rendimento de 0,5 % da atividade hemaglutinante total do extrato bruto

(Tabela 2).

Tabela 2 — Purificagdo da lectina presente em extrato de Aplysina cauliformis.

Proteina Atividade Atividade
Titulo Rendimento
Fracao Total Hemaglutinante  especifica
(HU.mL") (%)
(mg) Total (HU) (UH.mg™)
Extrato
805,6 65.536 1,2x 10° 15.456 100
bruto
F 0-100 781,3 8.192 4,8x 10° 611,3 40
P2
1,12 1.024 2,6 x 10* 23.813 2
Sepharose
ACL 0,11 128 640 5.565 0,5

Fonte: Elaborado pelo autor, (2023)
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4.5 Atividade de ACL combinada com antibidtico contra Staphylococcus aureus, S.
epidermidis e Escherichia coli

Para este estudo, a lectina ACL foi combinada com os antibidticos ampicilina e
tetraciclina. As bactérias utilizadas foram Staphylococcus aureus ATCC 25923, S. aureus
ATCC 700698, S. epidermidis ATCC 35984, Escherichia coli ATCC 11303.

Nos testes de atividade antibacteriana combinada com antibidticos a ACL
manifestou efeitos sinérgicos e aditivos. Contra a bactéria S. aureus ATCC 25923, o
antibiotico ampicilina, possui concentragdo minima inibitoria (CIM) igual a 0,250 pg/mL,
quando combinado com ACL foi observado CIM de 0,0625, diminuindo em 1/4 a CIM e
representando efeito sinérgico. Contra a bactéria S. aureus ATCC 700698 que possui
maior resisténcia ao antibiotico supracitado, a combinagao resultou novamente em efeito
sinérgico, com CIM de 2 pg/mL. Para S. epidermidis ATCC 35984 a concentragao
diminuiu para 256 pg/mL, apresentando uma relagdo de CIM de 1/2 quando comparado
com o antibidtico em modo individual, nesse teste foi considerado que o efeito da lectina
junto a ampicilina foi aditivo. Quanto a bactéria E. coli ATCC 11303, o efeito
demonstrado também foi aditivo, uma vez que a CIM foi reduzida em 1/2 ao conjugar
ACL e o antibidtico.

Resultados significativos foram avaliados na combinagdo ACL e tetraciclina. Para
S. aureus ATCC 25923 a combinacgao resultou em CIM igual a 0,0625 pg/mL e reducao
de 1/4 entre CIMs individual e combinado, o efeito manifestado foi de sinergismo. Contra
S. aureus ATCC 700698 a combinagao reduziu a CIM em 1/2, com concentragdo de 64
png/mL tal fator caracterizou o efeito aditivo da lectina. Para S. epidermidis ATCC 35984
a ACL combinada com antibiotico demostrou efeito de sinergismo e CIM de 8 pg/mL. O
resultado do conjugado entre ACL e tetraciclina contra E. coli ATCC 11303 representou
concentragdo de concentra¢ao de 64 pg/mL demostrando efeito aditivo, onde a redugao
entre CIMs foi de 1/2 (Tabela 3).

Os DRCs das lectinas possuem capacidade de ligacdo tanto para carboidratos
considerados como simples (monossacarideos e dissacarideos) como para estruturas mais
complexas (polissacarideos, glicoproteinas e glicolipidios) por meio de ligacdes de
hidrogénio e nao covalentes (SINGH; KAUR; SINGH, 2014). O conceito de
reconhecimento de proteina-carboidrato deriva da capacidade intrinseca as lectinas de
reconhecer pequenas alteragdes nos carboidratos que estdo presentes na superficie das
células patogénicas (PROCOPIO et al., 2017). Atualmente muitos agentes causadores de

doencas infecciosas parecem ser resistentes aos antibidticos tradicionalmente
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comercializados pela industria farmacéutica, assim, existe um continuo esfor¢o pela
prospeccdo de novas moléculas com efeito antimicrobiano. As moléculas oriundas de
organismos aquaticos surgem como uma solucao inovadora e viavel como foi destacado

no presente trabalho.
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Tabela 3 — Efeito da lectina ACL combinada aos antibidticos Ampicilina e Tetraciclina sobre Staphylococcus aureus, S. epidermidis e E. coli.

BACTERIAS ANTIBIOTICO EFEITO ANTIBIOTICO EFEITO
Ampicilina Tetraciclina
Relacdo
CIMI1 pg/mL  CIM2 pg/mL CIM1 pg/mL  CIM2 pg/mL Relacdo
entre
(individual) (combinado) CIM (individual) (combinado) entre CIMs
s
S. aureus ATCC 25923 0,250 0,0625 1/4 Sinergismo 0,250 0,0625 1/4 Sinergismo
S. aureus ATCC 700698 32 2 1/16 Sinergismo 128 64 172 Aditivo
S. epidermidis ATCC 35984 512 256 1/2 Aditivo 128 8 1/16 Sinergismo
E. coli ATCC 11303 2 1 172 Aditivo 1 0,5 172 Aditivo

Fonte: Elaborado pelo autor (2023).

— Valores da Concentragao Inibitéria Minima individual (CIM1), Concentragdo Inibitoria Minima Combinada (CIM2) dos antibiéticos combinados a lectina ACL, e da relagio

entre CIM2/CIM1. As concentragdes dos antibidticos variaram de 0,250 a 512 pg/mL para ampicilina e de 0,250 a 128 pg/mL para tetraciclina. A concentracdo de ACL se

manteve constante (125 pg/mL). Valores da relagdo entre as CIMs iguais a 1/2 foram interpretados como efeito aditivo, e valores entre 1/4 a 1/16 foram considerados como

efeito sinérgico. Valores igual a 1x, 2x da CIM, foram considerados como ndo interagao.
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5 CONCLUSAO

As lectinas de esponjas marinhas representam uma area de pesquisa promissora
devido as suas propriedades Unicas e seu potencial para aplicagdes na medicina,
biotecnologia e ciéncias biologicas. Essas proteinas t€ém uma diversidade estrutural e
funcional, exibindo atividades bioldgicas que incluem propriedades antimicrobianas

como foi descrito nesse trabalho.

Observou-se que, a lectina ACL foi extraida da esponja marinha Aplysina
cauliformis, purificada por meio de protocolos descritos na literatura ¢ os dados
encontrados de cromatografia bem como estimativa de massa molecular corroboram com
os descobertos por Viana (2021). As fragdes proteicas obtidas durante o processo de
purificacdo da proteina foram reunidas para avaliar o quantitativo de proteinas que
apresentou resultados significativos. Além disso, a lectina mostrou que sua estrutura
secundaria ¢ formada majoritariamente por B-folha, correspondendo a 57% de sua

composi¢ao.

A proteina foi submetida a testes de atividade antibacteriana em combinagao com o0s
antibioticos ampicilina e tetraciclina. Foi observado que essa interagdo potencializou o
efeito desses antibidticos contra trés cepas bacterianas Gram-positivas e contra a cepa

Gram-negativa E. coli. A combinagao resultou efeitos sinérgicos e aditivos.
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