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RESUMO

As esponjas marinhas sdo invertebrados sésseis reconhecidos pela producao de um vasto arsenal
quimico com propriedades biotecnoldgicas, destacando-se as lectinas por suas atividades
antimicrobianas, anticancerigenas e imunomoduladoras. Recentemente, estudos com a lectina
AcL (Aplysina cauliformis) revelaram efeitos sinérgicos com antibiodticos, evidenciando a
necessidade de uma caracterizagdo bioquimica e estrutural aprofundada, bem como da
avaliagdo de seu potencial contra biofilmes bacterianos. O presente trabalho teve como objetivo
isolar, purificar e caracterizar bioquimica e funcionalmente a AcL, determinando sua estrutura
primaria e terciaria, além de seus parametros termodinamicos de interacdo e potencial
antibiofilme. Os resultados revelaram que a AcL apresenta uma massa molecular de
aproximadamente 35 kDa em condi¢des redutoras ¢ 66 kDa em condi¢gdes ndo redutoras,
sugerindo uma organizacdo dimérica estabilizada por pontes dissulfeto. As analises de DLS
confirmaram que a proteina se encontra predominantemente em um estado dimérico estavel em
solugdo, com didmetro hidrodindmico entre 7 ¢ 8 nm. O sequenciamento de aminoacidos
identificou 13 peptideos (40% de cobertura da sequéncia gendmica), revelando que a AcL
possui 320 residuos e caracteriza-se como o primeiro relato de uma lectina de esponja marinha
contendo um dominio relacionado ao fibrinogénio (FReD). A modelagem tridimensional
demonstrou uma arquitetura inédita para poriferos, composta por um dominio fibrilar N-
terminal (alfa-hélice longa) e um dominio C-terminal do tipo beta-sandwich. Nos ensaios de
ITC, a AcL demonstrou alta afinidade pela glicoproteina PSM (KD = 134 nM), com a interacao
sendo dirigida majoritariamente por efeitos entropicos. No que tange a atividade antibiofilme,
a AcL inibiu fortemente a formacdo de biomassa em todas as cepas testadas, com redugdes
superiores a 80% para S. aureus em concentragdes a partir de 125 pug/mL, além de inibicao
significativa (acima de 50%) para S. epidermidis e um efeito dose-dependente contra E. coli.
Embora ndo tenha ocorrido uma redugdo drastica na contagem de cé€lulas vidveis na maioria
das concentragdes, a eficacia na desestabilizagcdo da biomassa do biofilme foi contundente.
Conclui-se que a AcL inaugura uma nova classe de lectinas no filo Porifera, posicionando-se
como uma molécula promissora para o desenvolvimento de estratégias anti-viruléncia e

biotecnologia marinha.

Palavras-chave: Lectinas; esponja marinha; atividade antibiofilme; biotecnologia marinha.



ABSTRACT

Marine sponges are sessile invertebrates recognized for producing a vast chemical arsenal with
biotechnological properties, with lectins standing out for their antimicrobial, anticancer, and
immunomodulatory activities. Recently, studies with the lectin AcL (Aplysina cauliformis)
revealed synergistic effects with antibiotics, highlighting the need for an in-depth biochemical
and structural characterization, as well as an evaluation of its potential against bacterial
biofilms. The present study aimed to isolate, purify, and biochemically and functionally
characterize AcL, determining its primary and tertiary structures, as well as its interaction
thermodynamic parameters and antibiofilm potential. The results revealed that AcL presents a
molecular mass of approximately 35 kDa under reducing conditions and 66 kDa under non-
reducing conditions, suggesting a dimeric organization stabilized by disulfide bonds. DLS
analyses confirmed that the protein is predominantly in a stable dimeric state in solution, with
a hydrodynamic diameter between 7 and 8 nm. Amino acid sequencing identified 13 peptides
(40% coverage of the genomic sequence), revealing that AcL has 320 residues and is
characterized as the first report of a marine sponge lectin containing a fibrinogen-related
domain (FReD). Three-dimensional modeling demonstrated an unprecedented architecture for
poriferans, composed of an N-terminal fibrillar domain (long alpha-helix) and a C-terminal
beta-sandwich domain. In ITC assays, AcL demonstrated high affinity for the PSM glycoprotein
(KD = 134 nM), with the interaction being driven mostly by entropic effects. Regarding
antibiofilm activity, AcL strongly inhibited biomass formation in all tested strains, with
reductions exceeding 80% for S. aureus at concentrations starting from 125 pg/mL, in addition
to significant inhibition (over 50%) for S. epidermidis and a dose-dependent effect against E.
coli. Although there was no drastic reduction in the count of viable cells at most concentrations,
the effectiveness in destabilizing the biofilm biomass was compelling. It is concluded that AcL
inaugurates a new class of lectins in the phylum Porifera, positioning itself as a promising

molecule for the development of anti-virulence strategies and marine biotechnology.

Keywords: Lectins; marine sponge; antibiofilm activity; marine biotechnology.
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1 INTRODUCAO

1.1 Esponjas marinhas

As esponjas marinhas sao invertebrados considerados primitivos, mas que exercem
um papel ecologico fundamental nos ecossistemas aquaticos. S3o animais sésseis, fixos ao
substrato, e apresentam um corpo poroso adaptado a filtragdo de grandes volumes de dgua. Essa
capacidade faz com que atuem na manuten¢ao da qualidade da 4gua e na ciclagem de nutrientes
em ambientes marinhos (Brusca et al., 2018; Lavrov et al., 2023).

Morfologicamente, as esponjas apresentam um sistema de canais e cimaras internas
que permite a circulacio continua da agua (Figura 1). Esse sistema ¢ revestido por coandcitos,
células flageladas especializadas na geracdo de fluxo hidrico e na captura de particulas
alimentares. O corpo ¢ preenchido por uma matriz gelatinosa denominada meso-hilo, onde se
encontram diferentes tipos celulares e elementos estruturais, como espiculas de calcario ou
silica e fibras de espongina. Esses componentes conferem sustentacio ao organismo e compdem

um esqueleto interno ou externo, a depender da espécie (Brusca ef al., 2018).

Figura 1 - Morfologia geral de esponjas e principais estruturas destacadas.
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.. f | G . ] i T ( ~— !
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e e & " < 2
Fluxo de B 7 S ; N 6 )" @\
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2 / [ ]
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wCh / |
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alimentos

Epiderme -

Fonte: Adaptado de Zoology2014underdahl, 2026.
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As esponjas podem apresentar trés padrdes basicos de organizagdo corporal:
asconoide, sicondide e leucondide (Figura 2). No tipo asconoéide, considerado o mais simples,
a agua flui diretamente pelos poros para uma cavidade central (espongiocele), onde ocorre a
filtragdo. No padrao sicondide, a parede do corpo ¢ mais espessa e apresenta canais radiais
revestidos por coanocitos, aumentando a superficie de filtragdo. J4 no tipo leuconoide,
encontrado na maioria das esponjas atuais, a estrutura ¢ altamente ramificada, com camaras

internas revestidas por coanocitos, o que maximiza a eficiéncia da filtracdo (Brusca et al.,
2018).

Figura 2 - Arquitetura corporal de esponjas marinhas. |
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Fonte: Hickman et al., 2016.

De acordo com caracteristicas do esqueleto, tipo celular e organizagao corporal, as
esponjas sdo classificadas em quatro classes: Homoscleromorpha, Hexactinellida,

Demospongiae e Calcarea (Lavrov et al., 2023).
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A classe Homoscleromorpha inclui esponjas exclusivamente marinhas, com
espiculas silicosas simples ou ausentes, pinacocitos flagelados € uma membrana basal bem
definida. Sdo frequentemente encontradas em ambientes escuros, como cavernas e substratos
coraligenos (Ereskovsky & Lavrov, 2021; Rossi et al., 2024; Van Soest et al., 2012).

As esponjas da classe Hexactinellida, ou esponjas de vidro, ocorrem
predominantemente em aguas profundas e possuem espiculas silicosas com simetria hexactinal
(seis raios). Seu corpo ¢ sincicial, formado por uma unica célula multinucleada, o que as
distingue funcionalmente das demais classes (Del Mouro et al., 2024; Ereskovsky & Lavrov,
2021; Rossi et al., 2024; Van Soest et al., 2012).

A classe Calcarea inclui esponjas com espiculas de carbonato de célcio, geralmente
presentes em aguas rasas. Podem apresentar diferentes graus de complexidade no sistema
aquifero (Ereskovsky & Lavrov, 2021; Rossi ef al., 2024; Van Soest ef al., 2012).

Por fim, a divisdo Demospongiae representa a maior diversidade dentro do filo,
abrangendo cerca de 90% das espécies conhecidas. Essas esponjas possuem espiculas silicosas
de variadas morfologias e/ou fibras de espongina, podendo habitar tanto ambientes marinhos
quanto dulcicolas. As espiculas sdo frequentemente divididas em megascleras e microscleras,
com fungoes estruturais e de defesa (Ereskovsky & Lavrov, 2021; Rossi ef al., 2024; Van Soest
etal., 2012).

1.2 Produtos naturais derivados de esponjas

As esponjas marinhas sdo verdadeiros tesouros da biodiversidade, destacando-se
pelo vasto potencial bioquimico de seus compostos. Tais moléculas, muitas vezes unicas e
estruturalmente complexas, tém atraido grande interesse cientifico devido as suas propriedades
farmacologicas, incluindo atividades antimicrobianas, anticancerigenas, anti-inflamatorias e
antivirais (Anjum et al., 2016).

As esponjas marinhas sdo invertebrados sésseis e desprovidos de sistema
imunologico inato ou estruturas fisicas de defesa, como espinhos ou conchas. Em consequéncia,
sua principal estratégia de protecao baseia-se na sintese de compostos, que desempenham papel
na defesa quimica contra predadores, microrganismos patogénicos € na competicao por espago
no ambiente marinho. Além de sua funcdo ecologica, esses compostos apresentam grande
diversidade estrutural e potencial biotecnologico, sendo amplamente investigados para

aplicagdes farmacologicas (Lira, 2007; Lacerda, 2015; Mehbub et al., 2024).
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Aproximadamente 30% dos produtos naturais marinhos (MNPs, do inglés Marine
Natural Products) identificados até o momento sdo derivados de esponjas, com destaque para
aqueles que exibem propriedades anticancerigenas. Entre os principais grupos quimicos
encontrados nessas substincias bioativas, destacam-se alcaloides, esterois, terpenoides,
macrolideos, policetonas, glicosideos, quinonas e proteinas (Barzkar et al., 2024; Maarisit et
al., 2024; Mehbub et al., 2024).

A atividade anticancerigena desses compostos pode ser atribuida a sua capacidade
de modular processos celulares e moleculares essenciais, incluindo a regulagao do ciclo celular,
indug¢do de apoptose e controle da resposta inflamatoria. Essas caracteristicas fazem das
esponjas marinhas uma fonte promissora para o desenvolvimento de novos agentes
terapéuticos, refor¢cando sua relevancia na biotecnologia aplicada a descoberta de farmacos
inovadores (Mehbub et al., 2024).

Esponjas marinhas como Halichondria panicea ¢ Dendrilla nigra, sdo capazes de
produzir compostos bioativos, incluindo mayamicina e nocapironas, que exibem potentes
atividades antibacterianas e anticancerigenas. Além disso, actinomicetos associados a esponjas,
como Nocardiopsis dassonvillei, destacam-se pela biossintese de substancias com propriedades
terapéuticas significativas, demonstrando eficicia no combate a patdgenos de relevancia
médica, como Mycobacterium tuberculosis (agente causador da tuberculose), o virus HIV e o
Plasmodium spp. (protozoario responsavel pela malaria) (Mehbub ef al., 2024; Schneemann et
al., 2010a; Schneemann et al., 2010b; Selvin et al., 2010).

Um estudo conduzido por Debitus e colaboradores (1998) investigou a atividade
antibacteriana de metabdlitos secundarios isolados da esponja Suberea creba, coletada no Mar
de Coral. A pesquisa revelou a presenca de quinolonas derivadas de uma bactéria simbionte,
além de metabolitos derivados da tirosina produzidos pelo organismo hospedeiro. Os
compostos isolados demonstraram significativas propriedades antimicrobianas, sugerindo um
papel na defesa quimica da esponja contra microrganismos patogénicos (Mehbub et al., 2024).

Os achados destacam a importancia desses organismos como uma fonte promissora
de moléculas bioativas com potencial aplicagdo no desenvolvimento de novos agentes
antimicrobianos. Além disso, o estudo destaca a complexa relagdo entre esponjas marinhas e
seus microrganismos associados, evidenciando a relevancia da simbiose na produgdo de
compostos com atividade farmacologica (Debitus et al., 1998; Mehbub ef al., 2024).

Diante da imensa aplicabilidade de metabolitos de origem marinha, os avangos
recentes na biotecnologia marinha e na quimica medicinal tém impulsionado o isolamento e a

sintese desses compostos bioativos. Esse progresso tem permitido explorar ainda mais o
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potencial terapéutico das esponjas marinhas, ampliando suas aplicagdes na industria
farmacéutica e biomédica. A exploragdo continua desses organismos amplia a visdo de seu
papel como fontes inovadoras de novos agentes remediadores (Carroll et al., 2020; Carroll et
al.,2021; Carroll et al., 2022; Carroll et al., 2023).

Entre as moléculas extraidas de esponjas podem-se destacar as lectinas, que
recebem notoriedade pelo seu potencial biotecnoldgico e farmacoldgico, apresentando
atividades anticancer, antibacterianas, antivirais, antifingico, antihiperglicémica, efeitos
leishmanicida e imunomoduladoras (Adewole et al., 2024; Bala Subramaniyan; Veerappan,
2024 ;Garderes et al., 2015; Grangeiro et al., 2024; Kawsar et al., 2010; Samant et al., 2025;
Santi Martignago et al., 2025; Mohapatra et al., 2024; Simha N. et al., 2024; Singh et al., 2024).
Como agentes antibacterianos essas moléculas podem atuar como alternativas aos antibidticos,
auxiliando no combate a infecgdes e na regulagdo de respostas imunes, o que amplia suas
aplicagdes em terapias inovadoras (Duarte et al., 2023; Carneiro et al., 2024; Torres et al.,

2025).

1.3 Lectinas

Ao longo da historia, as proteinas ligantes de carboidratos receberam diferentes
denominagdes, como hemaglutininas ou aglutininas. Essas variagcdes refletiram o avango
gradual do conhecimento sobre sua estrutura e fun¢do dessas proteinas. Com o tempo,
consolidou-se o termo "lectina" para designar tais moléculas, na medida em que estudos
aprofundados permitiram a defini¢do de suas propriedades de reconhecimento especifico de
carboidratos e sua participagdo em diversos processos bioldgicos (Vasta; Ahmed, 2009).

O primeiro relato de uma proteina com capacidade de aglutinar hemécias foi feito
por Hermann Stillmark em 1888, ao descrever uma fito-hemaglutinina isolada de sementes de
Ricinus communis (mamona) (Océadiz, 2023; Sol et al., 2006; Vasta, Ahmed, 2009).
Posteriormente, em 1936, foi sugerido que a hemaglutinagdo induzida pela concavalina A (Con
A), extraida de sementes de Canavalia ensiformis (feijao-de-porco), ocorria devido a interacao
da proteina com carboidratos presentes na superficie das hemécias (Sumner; Howell, 1936).

O termo “lectina” foi formalmente introduzido por Boyd e Shapleigh em 1954,
derivado do latim legere, que significa “escolher” ou “selecionar”, em referéncia a capacidade
dessas proteinas de reconhecer e se ligar seletivamente a residuos de carboidratos especificos

(Boyd; Shapleigh, 1954).
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Mais de uma década apos a introdugdo do termo lectina, Agrawal e Goldstein
(1965) impulsionaram os estudos na area ao aplicar a cromatografia de afinidade como método
de purificagdo. Utilizando colunas de Sephadex, um polimero de glicose, e eluindo as proteinas
com solu¢des de D-glicose, os autores estabeleceram uma técnica eficaz para o isolamento de
lectinas, o que viabilizou avancgos significativos em sua caracterizacao (Vasta; Ahmed, 2009).

Durante a década de 1970, foram realizados os primeiros estudos de
sequenciamento de aminodcidos de uma lectina, a concavalina A (Con A), além da
determinagdo de sua estrutura tridimensional (Hardman; Ainsworth, 1972; Edelman et al.,
1972). Esses avancgos estruturais contribuiram para o entendimento da especificidade de ligagao
e do mecanismo de reconhecimento molecular dessas proteinas.

No final da década de 1980, Barondes (1988) propds uma defini¢ao funcional para
lectinas como proteinas capazes de se ligar a carboidratos de forma especifica e reversivel,
excluindo enzimas e anticorpos de sua classifica¢do. Essa defini¢cdo buscava abranger proteinas
como a haveina, que se liga a carboidratos sem, no entanto, induzir aglutinagao celular.

Um dos critérios fundamentais para a classificagdo de lectinas ¢ a auséncia de
atividade enzimatica. Por isso, diferenciam-se de enzimas que atuam sobre carboidratos, como
glicosiltransferases e glicosil-hidrolases, cujo papel envolve reagdes cataliticas (Coninck et al.,
2021; Ocadiz, 2023; Sol et al., 2006; Warkentin; Kwan, 2021).

Em 1995, Peumans e Van Damme propuseram uma defini¢do mais precisa: lectinas
sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune, que possuem pelo menos um sitio de
ligagdo ndo catalitico capaz de reconhecer carboidratos de forma reversivel, sem modifica-los
quimicamente (Peumans; Van Damme, 1995). Essa defini¢do ¢ amplamente aceita atualmente,
embora se aplique com maior precisdo as lectinas de origem vegetal. No caso de lectinas
animais, a participacdo em mecanismos imunes pode contrariar o critério de origem ‘“nao
imune”, como observado por Kilpatrick (2000).

A Tabela 1 resume os principais marcos historicos no estudo de lectinas.



Tabela 1 - Principais marcos de pesquisa sobre lectinas.

Ano

DESCOBERTA OU AVANCO

1860

1888

1899

1936

1947

1952

1954

1965

1972

1974

1988

1990

1995

Descoberta de aglutinina encontrada em veneno de cascavel por Weir Mitchell.

Descri¢@o da primeira fitoaglutinina (ricina) por Herman Stillmark.

Descricdo de lectina animal da glandula albumina do caracol Helix pomatia por
Camus.

Primeira sugestdo de que os carboidratos na superficie de globulos vermelhos
podem ser os ligantes para a hemaglutinacdo induzida por concavalina A por
Sumner e Howell.

Descrigdo da especificidade do grupo sanguineo de certas hemaglutininas (Boyd e
Renkonen).

Descoberta da natureza dos carboidratos da substancia do grupo sanguineo H por
Walter e Watkins pelo uso da aglutinina de enguia.

Boyd e Shapleigh introduziram o termo “lectina” (do latim legere, selecionar ou
escolher).

Agarwal e Goldstein introduziram a cromatografia de afinidade para o isolamento
de lectinas.

Primeira lectina concanavalina A, cuja estrutura primaria e estrutura tridimensional
foi elucidada (G.M. Edelman, K.D. Hardman e C.F. Ainsworth).

Isolamento da primeira lectina hepatica de mamiferos, conhecida como receptor
de asialoglicoproteina (ASGP-R), a partir de figado de coelho (Ashwell e Morell).

Barondes definiu lectina como uma proteina que se liga a carboidratos, diferente
de um anticorpo ou enzima.

Descoberta da estrutura do gene que codifica a concanavalina A de Canavalia
gladiata e sua expressdo em células de Escherichia coli (Yamauchi e
Minamikawa).

Definigao de lectinas vegetais como proteina ou glicoproteina de origem nao imune
atribuida de pelo menos um sitio de ligagdo ndo catalitico (Peumans e Van
Damme).

Fonte: Adaptado de Mitchell, 1860; Vasta; Ahmed, 2009 Yamauchi; Minamikawa, 1990.

1.4 Lectinas Animais

20

As lectinas de origem animal também possuem um histdrico relevante na pesquisa

cientifica, marcado por descobertas que contribuiram para o entendimento de suas funcdes

bioldgicas. Um dos primeiros indicios foi descrito por Weir Mitchell, em 1860, ao observar

propriedades hemaglutinantes no sangue exposto ao veneno da cascavel Crotalus durissus,
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sugerindo a presenca de proteinas com capacidade de ligacdo a carboidratos (Mitchell, 1860).
Ainda no século XIX, foi descrita uma lectina na glandula salivar do molusco Helix pomatia,
ampliando a evidéncia de lectinas em invertebrados (Camus, 1899).

No inicio do século XX, Flexner e Noguchi (1902) relataram a presenga de
hemaglutininas em venenos de diferentes espécies de serpentes. Pouco depois, Cantacuzene
(1912) identificou aglutininas na hemolinfa do caranguejo-eremita Eupagurus prideauxii,
levantando pela primeira vez a hipdtese de que as lectinas em animais poderiam atuar como
elementos do sistema imune inato, em contraste com as lectinas vegetais, tradicionalmente
consideradas de origem ndo imune.

Outro marco importante foi o estudo de Watkins e Morgan (1952), que utilizaram
lectinas de enguia para demonstrar a natureza glicidica dos antigenos do grupo sanguineo H,
consolidando o papel dessas proteinas no reconhecimento de glicoconjugados em sistemas
bioldgicos. Ja na década de 1970, Ashwell e Morell (1974) isolaram a primeira lectina hepatica
animal, o receptor de asialoglicoproteina (ASGP-R), no figado de coelhos. Essa lectina ¢
responsavel por remover glicoproteinas envelhecidas da circulagdo, sendo o primeiro exemplo
de um receptor lectinico funcional em mamiferos.

Atualmente, reconhece-se que lectinas animais estdo amplamente distribuidas em
diferentes filos e desempenham fung¢des diversas, especialmente no reconhecimento de padrdes
moleculares ¢ na modulagdo de respostas imunes. Sua diversidade estrutural e alta
especificidade na interagdo com carboidratos tornam essas proteinas valiosas para aplicagdes
biotecnoldgicas, incluindo diagnostico, terapias direcionadas, engenharia de tecidos e
desenvolvimento de biomarcadores (Bektas; Kaptan, 2024; Brooks, 2024; Castelao, 2017;
Cunha, 2014; Grangeiro et al., 2024; Jeyachandran ef al., 2024; Kim et al., 2024; Li et al.,
2025).

1.5 Lectinas de poriferos

O primeiro estudo de isolamento de lectinas em poriferos foi conduzido por
Bretting e Kabat em 1976, que descreveram a purificacdo e caracterizagdo de uma aglutinina
da esponja Axinella polypoides, pertencente a classe Demospongiae (Bretting; Kabat, 1976).

Desde entdo, cerca de 50 lectinas foram isoladas e purificadas de esponjas marinhas.
No entanto, apenas uma fragdo dessas proteinas foi caracterizada quanto a sua estrutura
primdria, e menos ainda foram avaliadas em termos de aplicagdes biotecnoldgicas especificas

(Duarte, 2022; Garderes et al., 2015).
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As primeiras lectinas de poriferos a terem sua estrutura primaria determinada datam
do inicio da década de 1990. Em um estudo com a esponja Axinella polypoides, foram
identificadas quatro isolectinas, incluindo a "lectina 1", composta por 144 residuos de
aminoacidos. As proteinas apresentaram massas moleculares entre 15 ¢ 16 kDa e suas
sequéncias foram determinadas por degradagdo de Edman em combinagdo com espectrometria
de massas, permitindo também a identificagdo de pontes dissulfeto intracadeia e suas
respectivas posi¢oes (Buck et al., 1992). Entretanto, a lectina de 4. polypoides nao apresentou
similaridade com qualquer proteina conhecida.

Desde entdo, a espectrometria de massas consolidou-se como ferramenta
fundamental para a caracterizag@o estrutural de lectinas marinhas. Por meio dessa técnica, a
lectina H-3, isolada de Haliclona caerulea, foi parcialmente sequenciada, revelando uma cadeia
a com 145 residuos e 16,2 kDa, e uma cadeia f com sequéncia completa de 106 residuos e
massa de 11,6 kDa. Embora sem similaridade com outras lectinas animais conhecidas, a H-3
apresenta homologia com uma proteina putativa de Amphimedon queenslandica (Carneiro et
al.,2013).

Atualmente, cerca de dez lectinas de esponjas marinhas tiveram suas sequéncias de
aminodcidos completamente determinadas, sendo a maioria pertencente a familia das
galectinas. As galectinas, também conhecidas como lectinas do tipo S, constituem uma das
classes de lectinas mais amplamente distribuidas entre os organismos e sao caracterizadas por
sua afinidade por glicoconjugados contendo residuos de [-galactose. Essas proteinas
compartilham similaridade estrutural em seus dominios de reconhecimento de carboidratos
(DRC:s) e estao envolvidas em diversos processos biologicos, incluindo o desenvolvimento, a
modulagdo de respostas imunoldgicas e o reconhecimento de microrganismos, atuando, assim,
na defesa imune inata (Cummings ef al., 2022; Garderes et al., 2015).

Com base na organizagdo de seus DRCs, as galectinas sdo subdivididas em trés
tipos estruturais: prototipo, tandem e quimera (Figura 3). As galectinas do tipo proto apresentam
um unico DRC e podem formar homodimeros (ex.: Gal-1, -2, -5, -7, -10, -11, -13, -14 e -15).
As galectinas em tandem possuem dois DRCs distintos em uma tUnica cadeia polipeptidica,
conectados por uma regido flexivel de aproximadamente 70 aminoacidos (ex.: Gal-4, -6, -8, -9
e -12). J& as galectinas quiméricas, representadas exclusivamente pela Gal-3, apresentam um
unico DRC associado a uma regido nao lectinica com aproximadamente 120 aminodacidos,
responsavel por fungdes adicionais na interagdo com ligantes e proteinas (Seyrek et al., 2019;

wang et al., 2020).
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Figura 3 - Subdivisdes de galectinas com base em seus DRCs.

PROTOTIPO TANDEM QUIMERA

Homodimeros: Heterodimeros: :
: . DRC ligado a uma
Apresentam dois Apresentam dois redido N-terminal
DRCs idénticos DRCs distintos g
Gal-1,-2,-5,-7,-10,-11,-13,- Gal-4,-6,-8,-9,-12 Gal-3
14,-15,-16
Mondémero Dimero Monomero Dimero Mondmero Dimero

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

Galectinas foram identificadas nas esponjas marinhas Geodia cydonium,
Cinachyrella sp., Chondrilla caribensis, Chondrilla australiensis, Aplysina lactuca,
Aiolochroia crassa, Halichondria okadai e Suberites domuncula (Duarte et al., 2023;
Freymann et al., 2012; Hayashi ef al. 2024; Hasan & Ozeki, 2019; Schroder ef al. 1990; Sousa
etal.,2021; Torres et al., 2025; Wagner-Hiilsmann et al., 2006).

Além das galectinas, também foram identificadas lectinas do tipo C em esponjas,
como em Aphrocallistes vastus (Gundacker et al., 2001). As lectinas do tipo C constituem uma
grande familia de proteinas, com mais de mil membros, classificados em dezessete subgrupos
com base na filogenia e organizacgao estrutural. Todas essas proteinas compartilham pelo menos
um dominio CTLD (C-type lectin-like domain), cuja estrutura conservada ¢ responsavel pelo
reconhecimento de carboidratos (Sousa et al., 2024; Weis et al., 1998; Zelensky; Gready, 2005).

Em esponjas também foram identificadas lectinas do tipo taquilectinas, como
aquelas presentes em Ephydatia fluviatilis e Suberites domuncula (Funayama et al., 2005;
Schroder et al., 2003). As taquilectinas foram originalmente identificadas em Tachypleus
tridentatus (caranguejo-ferradura), o que deu origem ao nome dessa classe de lectinas (Shimizu;
Ito; Niwa, 1977). Uma caracteristica marcante dessas proteinas ¢ a presenca de seis dominios
de reconhecimento de carboidratos (DRCs) distribuidos ao longo de sua cadeia polipeptidica,
o que as distingue estrutural e funcionalmente de outras lectinas conhecidas (Kawabata; Tsuda,

2002; Lopez, 2022).
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1.5.1 Lectinas relacionadas ao fibrinogénio

Embora a literatura classica sobre o filo Porifera descreva predominantemente as
trés classes de lectinas previamente destacadas, a crescente exploragdo genomica e protedmica
tem revelado uma complexidade molecular contendo dominios FBG (fibrinogen-like domain)
que emergiram como importantes fatores imunoldgicos e de desenvolvimento (Hanington;
Zhang, 2011).

O dominio FBG ¢ uma unidade estrutural especifica encontrada em diversas
proteinas. Ele ¢ uma parte da proteina que possui uma estrutura conservada ao longo da
evolucdo, capaz de desempenhar fungdes especificas, como o reconhecimento de padrdes e a
iniciacdo de respostas imunes (Hanington; Zhang, 2011).

Desde o primeiro relato de um dominio relacionado ao fibrinogénio em
invertebrados, pepino-do-mar Parastichopus parvimensis (Xu; Doolittle, 1990), uma série de
moléculas foram encontradas e algumas caracterizadas em organismos que abrangem quase
todos os invertebrados (Hanington; Zhang, 2011).

Proteinas contendo um ou mais dominios relacionados ao fibrinogénio — FREPs
(Fibrinogen-Related Protein) podem desempenhar, consequentemente, funcdes de defesa
imunologica, coagulagdao ou desenvolvimento, dependendo de sua organizagdo e de outros
dominios que possam possuir. FREPs ja foram relatadas em muitos invertebrados, como
acidias, anelida, artropodes, nematoda, cnidarios, placozoarios, moluscos (Doolittle;
Mcnamara; Lin, 2012; Hanington; Zhang, 2011).

As lectinas contendo dominio relacionado ao fibrinogénio (FRED) foram relatadas
em invertebrados de origem marinha como em crusticeos, a exemplo do Penaeus monodon
(Singrang et al., 2021) e em equinodermos, Echinometra lucunter, (Duarte et al., 2022;). Essas
lectinas sdo caracterizadas pela presenca de um dominio fibrilar C-terminal conservado e atuam
como potentes receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs). Em diversos invertebrados,
as FREDs desempenham funcdes vitais na aglutinacdo de patdgenos e na opsonizagao,
demonstrando uma versatilidade funcionalidade (Doolittle; Mcnamara; Lin, 2012; Hanington;
Zhang, 2011).

O dominio relacionado ao fibrinogénio permite que as lectinas que possuam essa
por¢do estrutural, apresentem um complexo molecular em forma de “buqué de flores” que
permite a adesdo de DRCs na extremidade C-terminal da proteina, dessa maneira podem

reconhecer estruturas glicanicas em superficies microbianas, evidentemente, favorecendo a
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ativacdo do sistema imunolégico inato dos invertebrados (Lacroix et al., 2009; Singrang et

al., 2021).

1.5.2 Potencial biotecnologico de lectinas de esponjas

Diversos estudos tém destacado a crescente relevancia das lectinas extraidas de
invertebrados marinhos, especialmente de esponjas, devido a sua diversidade estrutural e ao
potencial biotecnolédgico e farmacoldgico associado.

Por exemplo, Watari ef al. (2022) conduziram um estudo pioneiro sobre a lectina
trombocorticina (ThC), derivada de esponja marinha Corticium sp., ¢ demonstraram sua
capacidade de ativar o receptor de trombopoietina (MPL) por meio da interacdo com glicanos.
Esse mecanismo mimetiza alteracdes observadas em mutacdes patoldgicas da calreticulina
associadas a neoplasias mieloproliferativas, evidenciando o potencial terapéutico de lectinas
marinhas em doencgas hematoldgicas.

A lectina isolada da esponja marinha Haliclona implexiformis, denominada HiL,
demonstrou uma reducdo significativa no nimero de células viaveis em biofilmes de
Staphylococcus. Caracterizada como um novo tipo de lectina com especificidade por galactose
e derivados, a HiL atua como um dimero ligado por pontes dissulfeto, mantendo sua
estabilidade em variadas condi¢des de pH e temperatura (Andrade ef al., 2023).

A lectina H3, isolada da esponja Haliclona caerulea, demonstrou atividade
antitumoral seletiva contra células de cancer de mama (MCF7), reduzindo sua viabilidade (IC50
de 100 pg/ml) sem afetar células normais. O mecanismo de agdo envolve a parada do ciclo
celular na fase G1 e a inducdo de morte celular por apoptose e autofagia, processos mediados
pelo aumento das proteinas CASP9 e LC3-II. Além disso, a H3 prejudicou significativamente
a adesividade celular em cultura (Neto et al., 2018).

A aglutinina isolada da esponja tropical Haliclona manglaris (HMA) destaca-se por
sua expressiva capacidade antioxidante, sendo capaz de proteger o P-caroteno contra a
oxidagao. Essa atividade bioldgica parece estar vinculada a presenga de um cromoforo organico
de 581 Da em sua composi¢ao molecular. Embora a proteina ndo tenha demonstrado toxicidade
frente a nduplios de Artemia nem capacidade de aglutinar células bacterianas, sua atividade
hemaglutinante manteve-se estavel em temperaturas elevadas (até 60 °C) e pH neutro. Tais
achados indicam que a HMA atua primordialmente na prote¢do da esponja contra danos
oxidativos, apresentando-se como uma molécula de interesse para aplicagdes biotecnoldgicas

que exijam estabilidade e acdao antioxidante (Carneiro et al., 2015).
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A lectina AFL, isolada de Aplysina fulva foi capaz de reduzir significativamente a
biomassa de biofilmes formados por Staphylococcus aureus, S. epidermidis e Escherichia coli
(Carneiro et al., 2019). Resultados similares foram observados para a lectina AfiL, proveniente
de Aplysina fistularis, que além de inibir a formagao de biofilmes por bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, apresentou efeito bacteriostatico sobre cepas resistentes de S. aureus em
estado planctonico (Andrade et al, 2025).

Outra lectina com potencial antimicrobiano, denominada IsL, foi isolada da esponja
Ircinia strobilina. Essa proteina inibiu de forma significativa a formacao de biofilmes por S.
aureus ¢ S. epidermidis, reforgando a aplicabilidade das lectinas como agentes antimicrobianos
naturais (Almeida ef al., 2023).

A associacgdo de lectinas com antibidticos também tem se mostrado uma estratégia
promissora no combate a cepas bacterianas resistentes, especialmente devido a sua capacidade
de desestabilizar biofilmes microbianos. Nesse contexto, a lectina ALL (Aplysina lactuca)
demonstrou efeito sinérgico significativo quando administrada em conjunto com antibidticos,
aumentando a suscetibilidade de S. aureus a terapia antimicrobiana (Duarte et al., 2023).

De forma semelhante, a lectina AcrL, isolada de Aiolochroia crassa, apresentou
inibi¢do dose-dependente da formacdo de biofilmes por S. aureus, S. epidermidis e E. coli,
ampliando a lista de lectinas com potencial aplicacdo no controle de infecgdes bacterianas
(Torres et al., 2025).

Lectinas extraidas de esponjas também se destacam seu potencial
antileishmanicida. A CCL (Chondrilla caribensis) quando administrada com formas
promastigotas de Leishmania infantum, apresentou efeito inibitorio em todas as concentragoes
testadas (Sousa et al., 2021) vale destacar que a CCL ja havia sido investigada anteriormente
quanto seu potencial antibiofilme e aglutinagdo bacteriana que se complementam com os
resultados encontrados (Marques ef al., 2018).

A lectina CvL, extraida de Cliona varians, além de apresentar atividade
antibacteriana contra bactérias gram-positivas, como Bacillus subtilis e S. aureus, foi capaz de
aglutinar promastigotas de Leishmania chagasi (Moura et al., 2006). Esse potencial de
aglutinacdo também foi encontrado na lectina CalL de Cynachyrella apion (Medeiros et
al., 2010).

A CvL também se demostrou capaz promover migragdo leucocitaria in vivo por
meio de edema de pata e peritonite em camundongos, sendo responsavel por induzir a migragao
de neutrofilos, pela ativacdo de macrofagos residentes e da quimiotaxia mediada por citocinas,

destacando o efeito pro-inflamatério encontrado nessas moléculas (Queiroz et al., 2008).
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Efeito antiviral foi observado para a lectina CN, oriunda da esponja Chondrilla
nucula, no qual células H-9 infectadas pelo HIV-1 apresentaram um acréscimo quando tratadas
com a proteina, sinalizando que essa lectina promove um retardo na liberacdo do HIV-1
(Schroder et al., 1990).

Por meios de ensaios de citometria de fluxo e Western blotting foi possivel avaliar
o potencial da CalL contra células tumorais. Os resultados mostraram que a lectina
provavelmente induz a morte celular (em células HeLa) por ativacao da apoptose pela proteina
pro-apoptotica Bax, promovendo a permeabilizagdo da membrana mitocondrial, essa
caracteristica sugere a lectina nos estudos médicos para tratamentos anticancer (Rabelo et al.,
2012).

Foi avaliada a atividade moduladora mediada por galectinas, especificamente as
galectinas do género CchG isoladas da esponja Cinachyrella sp. Essas galectinas interagem
com os receptores de glutamato (como os iGluRs) através de seus dominios de reconhecimento
de carboidratos, modulando sua fun¢do ao influenciar sua atividade de gating, como a
desaceleracao da desativacdo ¢ aumento dos correntes sustentados, afetando assim a
comunica¢do neural, sendo importante porque influencia significativamente a comunicagao
neural, o funcionamento cerebral e, potencialmente, processos relacionados ao aprendizado,

memoria e resposta a doengas neurologicas (Ueda et al., 2013).

1.5.3 Lectina de Aplysina cauliformis

Um estudo recente destacou o potencial biotecnoldégico de uma lectina extraida da
esponja marinha Aplysina cauliformis (Figura 4), coletada no litoral do Ceara, em ponto de
mergulho do Parque Estadual Marinho da Pedra da Risca do Meio. A lectina, denominada AcL,
demonstrou efeito sinérgico significativo quando combinada com os antibidticos ampicilina e

tetraciclina, aumentando a eficécia desses farmacos contra patdgenos bacterianos (Oton, 2023).
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Figura 4 - Esponja Aplysina cauliformis.

Fonte: Adaptado de Biodiversity4all, 2026; Coralpedia, 2026.

Anteriormente, a AcL j havia sido investigada quanto a purificacdo, caracterizagdo
bioquimica e determinacdo parcial da estrutura primaria. A proteina apresentou atividade
hemaglutinante em ampla faixa de pH, com maior intensidade observada em pH 9 e 10.
Também foi considerada termoestavel, mantendo atividade hemaglutinante ap6s incubagao a

80 °C por uma hora (Viana, 2021).
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O estudo desenvolvido por Viana (2021) também trouxe resultados importantes
sobre o ensaio de inibicdo de atividade hemaglutinante, esse demonstrou que a AcL apresenta
potencial de inibi¢ao favorecido principalmente pelas glicoproteinas mucina de estdmago de
suino tipo II e tipo III, com CIM de 2 pg.mL"! e mucina de estdomago bovino com 7,865 ug.

mL!, para carboidratos os resultados foram menos contundentes (tabela 2).

Tabela 2 - Ensaio de inibi¢ao de atividade hemaglutinante de AcL.

Carboidratos CIM
N-acetil-galactosamina 50 mM
a-lactose 50 mM
L-fucose 50 mM
Arabinose 50 mM
B-metil-tiogalactosideo 50 mM
Glicoproteinas CIM
Fetuina 31,25 pg.mL!
Mucina de Estomago Bovino 7,8 pg.mL!
Mucina de Estomago Suino Tipo II 2 ug.mL!
Mucina de Estomago Suino Tipo III 2 pg.mL!

Fonte: Adaptado de Viana (2021).

Em relacdo a massa molecular, a AcL apresentou heterogeneidade quando analisada
por eletroforese em gel de SDS-PAGE. A principio foi observada uma banda com 35 kDa, na
presenca de B-mercaptoetanol, ja na auséncia do agente redutor, uma banda com 66 kDa (Viana,
2021).

Peptideos derivados da AcL foram sequenciados por espectrometria de massas, mas
ndo apresentaram similaridade significativa com outras lectinas com estrutura tridimensional
conhecida. Dessa forma, a AcL ndo pode ser classificada em nenhuma das familias de lectinas
previamente descritas. Ainda no mesmo estudo foi possivel avaliar a capacidade da lectina de
aglutinar a bactéria Gram negativa E. coli (Viana, 2021).

Os resultados obtidos até o momento oferecem subsidios relevantes para
investigagdes acerca do potencial biotecnologico da AcL além de descobertas mais

contundentes quanto sua estrutura e disposi¢do estrutural da proteina.
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De forma mais ampla, as lectinas marinhas vém ganhando destaque por suas
propriedades antivirais, anticancerigenas, imunomoduladoras e antibiofilme, com aplica¢des
potenciais na biotecnologia e na medicina translacional. A prospeccao de lectinas em esponjas
marinhas amplia o entendimento sobre a biologia desses organismos, como também abre novas
perspectivas para o desenvolvimento de biofarmacos e tecnologias inovadoras (Ahmmed ef a!.,

2022; Almeida et al., 2023; Catanzaro et al., 2019; Ni et al., 2021).

1.6 Bactéria e biofilme

As bactérias sdo microrganismos unicelulares procariontes, caracterizados pela
auséncia de nucleo organizado e de organelas membranosas, como ocorre em células
eucarioticas. Estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas no solo, na agua,
no ar, em organismos vivos e até em ambientes extremos, como fontes hidrotermais e regides
glaciares (Madigan et al., 2016).

Embora muitas espécies bacterianas desempenhem fungdes essenciais em
ecossistemas naturais e na fisiologia humana, outras estdo associadas a importantes desafios em
saude publica. Entre os principais problemas relacionados a acdo bacteriana destacam-se as
doengas infecciosas, a resisténcia a antibidticos e a formagao de biofilmes (Abrantes &
Nogueira, 2022; Santos, 2004).

Biofilmes bacterianos sdo definidos como comunidades estruturadas de
microrganismos aderidos a superficies bioticas ou abiodticas e envolvidos por uma matriz
extracelular autoproduzida. Essa matriz ¢ composta predominantemente por polissacarideos,
proteinas e acidos nucleicos, e confere protecdo a comunidade microbiana, aumentando sua
resisténcia a condi¢cdes ambientais adversas (Ciofu ef al., 2022; Flemming et al., 2016; 2023).

A formacao de biofilmes (Figura 5) ocorre por meio de um processo dindmico
dividido em cinco estagios principais: (i) adesao inicial, caracterizada por interagdes reversiveis
entre as células bacterianas e a superficie, mediadas por forcas hidrofobicas e eletrostaticas; (i)
adesdo irreversivel, na qual ha produgdo de exopolissacarideos que reforcam a fixacdo celular;
(i11) formacdo da matriz e crescimento, com proliferacdo bacteriana e desenvolvimento da
arquitetura tridimensional (3D), que ¢ promovido por substancias poliméricas extracelulares
(EPS); (iv) maturacdo, fase em que a comunidade estabelece canais para distribuicdo de
nutrientes e remog¢do de residuos metabodlicos; e (v) dispersdo, etapa final em que células
bacterianas se desprendem da matriz para colonizar novas superficies, promovendo a

disseminag¢do da populagdo (Donlan; Costerton, 2002; Mishra et al., 2023).



Figura 5 - Representacao da formacao de biofilme de Staphylococcus aureus em uma
superficie abidtica.
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Fonte: Adaptado de Idress et al., 2021.

Os biofilmes bacterianos formados por patégenos sdo centenas de vezes mais
resistentes a agentes antimicrobianos do que as células planctonicas, tornando extremamente
dificil a cura de infecgdes baseadas em biofilmes, mesmo com o uso de antibidticos (Liu et
al. 2022; Loépez; Soto, 2020), de tal modo que atualmente estima-se que 80% das doencas
infecciosas sejam causadas por biofilmes (Nourbakhsh et al., 2022).

De acordo com Uruén e colaboradores (2020) outro fator que favorece a resisténcia
bacteriana esta na expressdao de bombas de efluxo que pode ser induzida em vérias partes do
biofilme aumentando a frequéncia de mutagdes, enquanto a presenga de DNA extracelular e o
contato proximo entre as c€lulas favorecem a transferéncia horizontal de genes.

Portanto, os medicamentos convencionais estdo se tornando cada vez menos
eficazes contra bactérias patogénicas, como S. aureus, pois sdo menos penetrantes ou
totalmente impenetraveis devido a presenga de biofilmes que envolvem as células bacterianas
(Idrees et al., 2021), assim facilitando significativamente a patogénese bacteriana ao permitir a
evasdo imunoldgica e a resisténcia antimicrobiana (Thakur; Kumar, 2025).

Diante desse panorama, torna-se imperativo o desenvolvimento de novas possiveis
estratégias terapéuticas que ultrapassem os mecanismos cldssicos de a¢do dos antibioticos.
Além de que uma compreensdo profunda dos mecanismos pelos quais os biofilmes causam

tolerancia ou resisténcia a antibidticos ajuda a desenvolver novas estratégias para combater

essas infecgoes (Uruén et al., 2020). Sem alternativas eficazes, a medicina moderna corre o
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risco de perder a capacidade de tratar infecgdes comuns e realizar procedimentos de risco com

seguranca (Ho et al., 2025; Waterlow et al., 2024).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Purificar e caracterizar bioquimica e funcionalmente uma lectina extraida da
esponja marinha Aplysina cauliformis, avaliando sua estrutura primdria, estabilidade

conformacional, interagao com carboidratos e seu potencial antibiofilme.

2.2 Objetivos especificos

a) Isolar e purificar a lectina AcL;

b) Determinar a homogeneidade e a massa molecular da lectina purificada;

c) Awvaliar estados de agregacao/oligomerizagao;

d) Analisar a estrutura primaria da lectina por Espectrometria de Massas ¢ a estrutura
terciaria in silico;

e) Determinar os parametros termodindmicos da interagdo da lectina com seu principal
ligante;

f) Avaliar a atividade antibiofilme da lectina ACL frente a bactérias patogénicas.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta dos animais

Os 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), a 9,3
milhas nauticas (cerca de 17 km) da Ponta do Mucuripe, em profundidades que variam de 17 a
30 m, municipio de Fortaleza, litoral do Ceara. As coletas, bem como o acesso ao patriménio
genético das esponjas foram reguladas e previamente autorizadas pelos devidos orgdos
ambientais, por meio de registros no SISBIO (Sistema de Autorizacdo e Informagdo em
Biodiversidade, ID: 33913-13) e SISGEN (Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético
e do Conhecimento Tradicional Associado, ID: AC14AF9).

Ap6s a coleta o material biologico foi armazenado em 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

Os espécimes foram cortados em pequenos pedagos, suspensos € macerados em
tampao Tris-HCI 20mM, 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 e em seguida, a mistura foi centrifugada a 9.000 x g, por 30 minutos, a 4 °C.
O precipitado resultante da centrifugagdo foi descartado e o sobrenadante foi denominado de

extrato bruto.

3.3 Purificacio da lectina

A lectina da esponja marinha A. cauliformis foi isolada seguindo o protocolo
descrito por Viana (2021), com algumas modifica¢cdes. A principio, o extrato bruto foi
submetido a precipitagdo com sulfato de amonio a 70% de saturacdo, permanecendo em repouso
por 4 horas a 4 °C. Em seguida, a mistura foi centrifugada a 9.000 x g por 30 minutos a 4 °C.
O precipitado obtido foi entdao solubilizado no mesmo tampao de extracao e designado como

fragao 0-70.
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Para a etapa de purificacdo, foi realizada cromatografia de afinidade utilizando uma
matriz de Sepharose 6B. Um volume de 35 mL da fragdo 0-70 foi aplicado em uma coluna
contendo Sepharose 6B (1,0 % 3,5 cm), previamente equilibrada com tampao TBS. As fracdes
nao retidas foram lavadas com TBS até que a absorbancia da leitura, a 280 nm, chegou a ser
inferior a 0,02. Posteriormente, as proteinas retidas na matriz foram eluidas com tampao TBS
contendo 300 mM de lactose. Os eluatos com absorbancia acima de 0,02 foram coletados,
nomeados como P2 Sepharose, reunidos e submetidas a didlise contra dgua destilada e ultrapura
e entdo liofilizados e armazenados a -20 °C para uso posterior.

A etapa seguinte envolveu a cromatografia de troca idnica, conduzida em uma
coluna HiTrap Q FF acoplada ao sistema automatizado AKTA Pure (GE Healthcare Life
Sciences). O material liofilizado foi solubilizado em um pequeno volume de tampao Tris-HCI
20 mM, pH 7,6. Esse mesmo tampao foi utilizado para o equilibrio e lavagem da coluna. A
eluicdo das proteinas foi realizada com um gradiente crescente de NaCl, variando de 0 a 1 M.
O fluxo da cromatografia foi mantido constante a 1 mL/min, e fragdes de 1 mL foram coletadas

para posterior analise. A elui¢ao foi monitorada por absorbancia a 280 nm.

3.4 Avaliacao da pureza da lectina

A pureza e a homogeneidade da lectina foram examinadas por meio de eletroforese
em gel de poliacrilamida dodecil sulfato de sddio (SDS-PAGE a 12%), com coloragao realizada
utilizando o corante Coomassie Brilliant Blue. As amostras foram preparadas em condigdes
redutoras e ndo redutoras, na presenca e auséncia de f-mercaptoetanol, conforme descrito por
Laemmli (1970). A corrida eletroforética foi conduzida sob uma corrente constante de 25 mA
e uma tensdo de 150 V durante um periodo de 60 minutos.

A estimativa da massa molecular da proteina de interesse foi realizada pela
comparagao do perfil de migracdo da lectina purificada com o de proteinas padrao de pesos

moleculares conhecidos.

3.5 Espalhamento Dindmico da Luz - DLS

As analises de Espalhamento Dindmico de Luz (DLS) foram realizadas com o
objetivo de avaliar o comportamento hidrodindmico e o perfil de oligomerizacao da lectina
AcL. O diametro hidrodinamico tedrico da AcL foi inicialmente estimado in silico utilizando o

programa HullRad. Para as medi¢des experimentais, a lectina foi solubilizada em tampao TBS
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a uma concentragdo final de 0,2 mg-mL™". Antes das andlises, a amostra foi centrifugada a
10.000 x g por 20 minutos a 4 °C, a fim de remover agregados insoluveis e particulas em
suspensao. O sobrenadante resultante foi cuidadosamente transferido para cubetas descartaveis
de poliestireno, e as medigdes foram realizadas a 20 °C utilizando um equipamento Zetasizer
Advance Ultra (Malvern Instruments, Worcestershire, Reino Unido).

As distribui¢des de tamanho hidrodindmico foram calculadas a partir das funcdes
de autocorrelagdo de intensidade, empregando o modelo de anédlise de uso geral fornecido pelo
fabricante. Cada amostra foi analisada em triplicata, sendo que cada replicata correspondeu a
média de multiplas varreduras consecutivas, conforme procedimentos descritos em estudos

anteriores (Lorber ef al., 2012; Saraiva, 2025).

3.6 Digestio, separacio de peptideos e sequenciamento

A proteina foi solubilizada em bicarbonato de aménio 50 mM contendo 0,1% de
RapiGest™ SF (Waters Corp., EUA), reduzida, alquilada (SHEVCHENKO et al., 2006) e
digerida com tripsina, quimotripsina, Glu-C e AspN na propor¢do de 1:100 (p/p)
enzima:proteina. As digestdes foram conduzidas a 37 °C por 16 h. Apods a digestdo, foi
adicionado 4acido férmico em concentragdo final de 0,1% para precipitacdo do surfactante,
conforme instrug¢des do fabricante (Waters Corp., EUA, manual do produto RapiGest™ SF).

Os peptideos resultantes foram injetados em uma coluna cromatografica de fase
reversa C18 (100 pm x 100 mm) acoplada a um sistema nanoAcquity UPLC (Waters Corp.,
EUA) e eluidos por gradiente linear de acetonitrila contendo 0,1% de 4cido formico. As
amostras eluidas foram diretamente introduzidas em uma fonte de nanoeletrospray de um
espectrometro de massas hibrido (SYNAPT HDMS, Waters Corp., EUA). A aquisicao dos
dados foi realizada pelo método de anélise dependente de dados (DDA, Data-Dependent
Analasys), conforme descrito por Carneiro e colaboradores (2013).

Os espectros de dissociagdo induzida por colisdo (CID, Colission Induced
Dissociation) foram obtidos a partir de ions precursores com estados de carga 2+, 3+ e 4+ ¢
processados utilizando os softwares MassLynx v4.1 e ProteinLynx v2.4 (Waters Corp., EUA).
Os espectros de fragmentacdo foram interpretados manualmente por meio de sequenciamento
de novo com a ferramenta PepSeq (Waters Corp., EUA). Atribuicdes de residuos de
aminoacidos foram feitas com base na diferenca de massa entre os fragmentos, sendo a
distingdo entre Leu/lle orientada pela especificidade de clivagem da quimotripsina no C-

terminal de residuos de leucina.
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3.7 Analise de Bioinformatica

A sequéncia de aminodcidos da lectina AcL, obtida a partir do genoma de Aplysina
cauliformis e confirmada por sequenciamento De novo, foi analisada em diferentes ferramentas
de bioinformatica. Inicialmente, as propriedades fisico-quimicas, incluindo massa molecular
teorica (MW), ponto isoelétrico (pl), indice de estabilidade e valor de hidropatia (GRAVY),
foram avaliadas no ProtParam, disponivel em: https://web.expasy.org/protparam/.

A sequéncia foi entdo submetida ao programa RADAR (Rapid Automatic Detection
and Alignment of Repeats) para a identificacio de regides repetidas
(https://www.ebi.ac.uk/Tools/pfa/radar/). Para a analise de dominios, foram utilizadas as
plataformas InterProScan (https://www.ebi.ac.uk/interpro/), SMART (http://smart.embl.de/) e
HHpred (https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred). A presenca de peptideo sinal foi

avaliada pelo SignalP 6.0 (https://services.healthtech.dtu.dk/services/SignalP-6.0/). A
distribuicdo de estrutura secundaria e os possiveis dobramentos da proteina foram investigados
por modelagem no Phyre2.2 (http://www.sbg.bio.ic.ac.uk/phyre2).

Para analises comparativas, a sequéncia foi submetida ao BLAST (Basic Local
Alignment Search Tool) no NCBI (https://blast.ncbi.nlm.nih.gov/Blast.cgi). Os alinhamentos
multiplos foram realizados no MultAlin (http://multalin.toulouse.inra.fr/multalin/) e

visualizados/ajustados no ESPript (https://espript.ibep.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi).

3.8 Modelagem

A predigao estrutural tridimensional da lectina AcL foi obtida por meio do servidor
AlphaFold2 (JUMPER et al., 2021). Os modelos resultantes foram submetidos a analises de
validacdo estereoquimica e qualidade estrutural com o auxilio das plataformas MolProbity e
QMEAN (Chen et al., 2010, Williams et al., 2018; Benkert, Biasini & Schwede, 2011;
Olechnovi¢ & Venclovas, 2019).

Apos a avaliacdo dos parametros de qualidade, o modelo com melhor pontuagao foi
selecionado e examinado visualmente no programa 3D Viewer (https://www.rcsb.org/3d-view)

para verificagdo da organizagdo espacial e integridade estrutural.


https://toolkit.tuebingen.mpg.de/tools/hhpred
https://espript.ibcp.fr/ESPript/cgi-bin/ESPript.cgi
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3.9 Calorimetria de Titulagdo Isotérmica - ITC

Os experimentos de calorimetria de titulagdo isotérmica (ITC) foram conduzidos
utilizando um calorimetro MicroCal PEAQ-ITC (Marvel Instruments), equipado com uma
c¢lula de amostra padrao com capacidade de 250 pL e uma seringa de titulagdo com volume de
40 pL, com objetivo de avaliar amostras da lectina em interagao com ligantes.

Para determinar quais ligantes seriam avaliados por ITC, foi o utilizado o resultado
do ensaio de inibi¢ao de atividade hemaglutinante feito por Viana (2021), segundo o método
da dupla dilui¢do seriada em placas de 96 pocos com fundo V, de acordo com a metodologia
padrdo de Sampaio e colaboradores (1998). Foram utilizados carboidratos diversos, além de
glicoproteinas presentes em superficies bacterianas (LPS — lipopolissacarideo e TCA- acido
teicoico).

O melhor ligante, PSM (Porcine Stomach Mucin — Mucina de Estdmago de porco),
foi selecionado e entdo, as amostras (lectina e ligantes) foram preparadas em uma solucao
tampao de Tris-HCl a 50 mM (pH 8,0), contendo 150 mM de NaCl.

Na célula do calorimetro, foi alocada a AcL na concentragdo de 50 puM.
Paralelamente, a solucao do ligante foi preparada em concentragdes de 100 uM e introduzida
na célula por meio da seringa de titulagdo. O protocolo experimental envolveu um total de 19
ciclos de injecdo, durante os quais volumes de 2 puL da solucdo de ligante foram adicionados a
célula de amostra em intervalos regulares de 150 segundos, sob uma agitagao controlada de 750
rpm, garantindo a homogeneizagdo adequada das solucdes e a maxima reprodutibilidade dos
dados obtidos. O controle foi conduzido usando a mesma solugdo de ligante titulada contra a
célula contendo o tampao.

Os efeitos caloricos integrados extraidos a partir dos experimentos foram analisados
por meio de regressdo nao linear, utilizando o modelo de ligacao de sitio disponivel no software
MicroCal PEAQ-ITC Analysis.

A andlise dos dados experimentais permitiu a determinacdo da constante de
dissociac¢ao (Kd), um indicador da afinidade entre a lectina e os ligantes, bem como da entalpia
de ligacdo (AH), que revela a natureza energética das interacdes. Além disso, foi possivel
estimar o numero de sitios de ligacdo (1) presentes na molécula de lectina, fornecendo

informagdes detalhadas sobre o perfil de interacdo molecular.



39

3.10 Avaliacio do potencial antibiofilme

3.10.1 Cepas bacteriana e condigoes de cultura

Os ensaios para determinagdo da atividade antibiofilme foram realizados utilizando
as cepas bacterianas Staphylococcus aureus ATCC 700698, S. epidermidis ATCC 353984 ¢
Escherichia coli ATCC 11303. As bactérias foram a principio cultivadas em meio sélido Agar
Triptona de Soja (TSA; Himedia, india) ¢ incubadas a 37 °C por 24 horas para permitir o
crescimento adequado.

Apos o periodo de incubagao, colonias isoladas foram cuidadosamente removidas
do meio solido e transferidas para Caldo Triptona de Soja (TSB; Himedia, India), onde foram
cultivadas sob agitagcdo constante, a 37 °C, por 24 horas. As células bacterianas foram entao
colhidas pds centrifugagdo a 9000 x g, durante 10 minutos, a 4 °C, para assegurar a separagao
eficiente do sobrenadante.

Os pellets resultantes foram suspensos em TSB e a densidade celular das
suspensoes bacterianas foi ajustada para uma concentragao final de 1 x 10° unidades formadoras
de coldnia por mililitro (UFC.mL™"). O ajuste foi realizado com base na densidade Optica

medida a 620 nm, garantindo uniformidade nas condigdes experimentais.

3.10.2 Avaliagdo da formacdo de biofilme

A formacao de biofilme foi avaliada seguindo o protocolo descrito por Vasconcelos
e colaboradores (2014), com adaptacdes especificas para este estudo. Placas estéreis de
poliestireno com 96 pocos foram utilizadas, sendo preparadas conforme os mesmos
procedimentos aplicados para o cultivo de células planctonicas.

A analise dos biofilmes foi realizada por meio de dois métodos complementares:
quantificagdo da biomassa total utilizando coloracdo com violeta de cristal e determinacao da

viabilidade celular por meio da enumeragao de células viaveis presentes no biofilme.

3.10.2.1 Quantifica¢do da biomassa do biofilme

A quantificagdo da biomassa total do biofilme foi realizada por um método
colorimétrico utilizando cristal violeta. Apds o desenvolvimento do biofilme, o contetido de

cada poco das placas foi cuidadosamente removido, € os pocos foram lavados duas vezes com
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200 pL de solugao de NaCl 150 mM, com o objetivo de eliminar células frouxamente aderentes.
Para fixar os biofilmes nas superficies dos pogos, foram adicionados 200 pL de metanol (99%)
em cada pogo. Apds um periodo de 15 minutos, o metanol foi descartado e as placas foram
deixadas para secar a temperatura ambiente (25 °C). Em seguida, 200 uL de solucao de cristal
violeta foram adicionados aos pocos para a coloracdo da biomassa aderente. Ap6s 5 minutos de
incubagdo, o excesso de cristal violeta foi removido, seguido de duas lavagens com agua
destilada para eliminar residuos nao ligados.

Posteriormente, 200 pL de 4cido acético (33%, v/v) foram adicionados a cada poco
para solubilizar o cristal violeta ligado a biomassa do biofilme. A absorbancia da solucao
resultante foi medida a 590 nm utilizando um leitor de microplacas (SpectraMax® 13),

permitindo uma estimativa quantitativa da biomassa formada.

3.10.2.2 Determinag¢do da viabilidade celular no biofilme

A quantificacdo das células viaveis no biofilme foi realizada apo6s lavagem dos
pogos com solug¢do de NaCl 150 mM, aplicada duas vezes para remover residuos ndo aderentes.
Em seguida, 200 pL da mesma solug¢do foram adicionados a cada poco contendo biofilmes
maduros. As placas foram submetidas a banho ultrassonico por 10 minutos para facilitar a
liberacdo das células encapsuladas na matriz do biofilme. As suspensdes obtidas foram entdao
submetidas a dilui¢des decimais seriadas, que foram previamente semeadas em placas contendo
Agar Triptona de Soja (TSA).

Apos incubacao das placas por 24 horas a 37 °C, o nimero de unidades formadoras
de colonia por mililitro (UFC.mL™) foi determinado, fornecendo uma medida quantitativa da

viabilidade celular no biofilme.
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purificacao

Na primeira cromatografia a fragdo 0-70 foi aplicada em coluna de Sepharose 6B e
as fracdes retidas foram eluidas com lactose contida no tampdo de equilibrio. Apds a
cromatografia de afinidade as fragdes retidas foram submetidas a uma cromatografia de troca
anionica em coluna HiTrap Q FF, conforme o protocolo estabelecido por Viana (2021).

Na eletroforese por SDS-PAGE a lectina apesentou uma banda de
aproximadamente 66 kDa na auséncia de agente redutor e 35 kDa na presenca de [-
mercaptoetanol.

A andlise de estimativa de massa molecular por meio de eletroforese em SDS-
PAGE ¢ amplamente aplicado para lectinas derivadas de esponjas marinhas. A IsL (Ircinia
strobilina) foi estimada em 21 kDa e 29 kDa sob condi¢des redutoras e ndo redutoras,
respectivamente (Almeida et al., 2023). A lectina HCL (Hyatella cribriformis) apresentou duas
bandas, com 35 kDa e 47 kDa (Sruthy; Ratheesh; Arun, 2025). A AfiL (4plysina fistularis)
demostrou uma banda de 70 kDa na auséncia de B-mercaptoetanol e 30 kDa presenca do agente

redutor (Andrade et al., 2025).

4.2 Dispersao Dindmica de Luz - DLS

A distribuicdo por niimero revelou uma populacdo predominante com didmetro
hidrodinamico entre 7 e 8 nm (figura 6), compativel com uma forma dimérica da proteina. Essa
observacdo estd em concordancia com a estimativa tedrica obtida por meio do programa
HullRad, que previu um diametro hidrodindmico de 8,2 nm para o dimero de AcL. De forma
complementar, a andlise por exclusdo molecular também indicou a presenca de um dimero

como principal espécie em solugdo (Oton, 2023).
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Figura 6 - Distribui¢do de tamanhos hidrodinamicos da lectina AcL obtida por Espalhamento
Dinamico de Luz (DLS).
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

O valor de PDI (indice de Dispersdo Polidispersa) obtido foi 0,392, indicando uma
amostra moderadamente monodispersa, sem evidéncias de agregagdo significativa. Em
conjunto, os dados de DLS, as previsoes in silico e os resultados experimentais de exclusao
molecular demonstram de forma consistente que a lectina AcL se encontra predominantemente
em um estado dimérico estavel em solugao.

De maneira geral, as lectinas de esponjas podem adotar diversos arranjos
quaternarios. Dimeros e tetrameros ligados por interagdes fracas sdo as formas mais comuns,
sendo observados nas galectinas de C. caribensis, A. lactuca e Cinachyrella sp. (Ueda et al.,
2013; Marques et al., 2018; Duarte et al., 2023). Cadeias polipeptidicas unidas por pontes
dissulfeto sdo descritas em C. varians e A. fistularis (Moura et al., 2006; Andrade ef al., 2025).

Por outro lado, lectinas contendo dominios fibrilares (i.e. proteinas relacionadas ao
fibrinogénio, proteinas contendo dominios do tipo coldgeno, etc) apresentam arranjos
quaternarios mais complexos, pois o dominio fibrilar pode atuar como um agente
oligomerizador permitindo a organizacdo em estruturas supramoleculares (Boscher et al.,
2011). As colectinas, por exemplo, que possuem dominios fibrilares (colageno e um motivo o-
helicoidal) podem apresentar arranjos triméricos que podem ainda se organizar em hexameros,
resultando numa estrutura denominada “bouquet” com até 18 cadeias polipeptidicas

(Hakansson; Reid, 2000).
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Igualmente, as ficolinas (lectinas de defesa presentes em cordados) também se
organizam em uma estrutura do tipo “bouquet”, composta por 4 a 6 trimeros unidos pelo motivo
N-terminal do tipo coldgeno. As ficolinas possuem também um dominio do tipo fibrinogénio,
que aqui atua como o DRC (Bidula; Sexton; Schelenz, 2019).

Como discutido a frente, AcL apresenta um dominio fibrilar N-terminal, mas este
ndo parece capaz de formar “superestruturas” como nas ficolinas e colectinas, sendo a ponte
dissulfeto o mecanismo de oligomerizagao de AcL.

Recentemente uma lectina, derivada de esponja, foi avaliada quanto ao
comportamento hidrodindmico por meio de DLS. A AfiL, isolada de Aplysina fistularis, revelou
comportamentos distintos dependendo do pH do tampao, em pH 5 a proteina demonstrou um
estado oligomérico estavel e homogéneo, porém em pH 7, resultou em trés populagdes
principais de tamanho por intensidade, indicando uma agregacao parcial ou multiplas espécies
oligoméricas em equilibrio, e em pH 10, foi observado um aumento da heterogeneidade e a
formagao de grandes agregados (Andrade ef al., 2025).

Poucas lectinas derivadas de esponjas foram investigadas até o presente momento
por meio de DLS, entretanto, outros resultados significantes foram encontrados para essas
proteinas em outros filos, como no caso da lectina MTL, extraida do molusco bivalve Mytilus
trossulus, apresentou particulas monomeéricas com didmetro de 4,8 nm, além de grandes
agregados, também indicou a alta tendéncia de oligomeriza¢do da proteina o que caracteriza
uma formacao de estruturas maiores e mais estaveis (Filshtein et al., 2022).

Outro exemplo significativo, resultou dos estudos conduzidos com a lectina de
outro molusco bivalve, PPL (Pteria penguin), onde foi possivel observa-la quanto a sua
capacidade de formar dimeros, indicando uma conformacao de maior ordem que resultava em
um peso molecular aproximado de 42 kD. Em contraste, na auséncia de sal, a PPL permanecia
na forma monomérica, com um peso molecular de cerca de 21 kD, sugerindo que a presenga de
altas concentracdes de sal induzia uma conformagdo de oligomerizacao da lectina (Chatterjee;

Adhya, 2013).

4.3 Determinacio da estrutura primaria

A analise por espectrometria de massas em tandem (MS/MS) resultou na identificagdo de 13
peptideos ndo redundantes derivados da lectina AcL, sendo 1 obtido pela digestdo com GluC,

6 com quimotripsina, 2 com tripsina ¢ 4 com AspN (tabela 3). Esses peptideos, quando
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alinhados a sequéncia deduzida do genoma de Aplysina cauliformis, corresponderam a

aproximadamente 40% da sequéncia total da proteina (Figura 7).

Tabela 3 — Peptideos derivados de AcL.

m/z Sequéncia

Massa

Observada

A

Calculada (Da)

Digestio com Glu-C

717,91 GYNFGSPDGFGHRHDQIDE 2146,67 2146,90 0,24
Digestao com quimotripsina
471,20 GSPRQHLF 940,38 940,48 0,10
447,50 GHRHDQIDEAY 1339,46 1339,59 0,12
485,18 GKGSVGCTGF 968,33 968,43 0,10
460,53 SITHGSPRQHLF 1378,55 1378,71 0,16
460,53 SITHGSPRQHLF 1378,55 1378,71 0,16
456,64 KGSVGCTGF 911,26 911,41 0,16
522,20 RGGRDPPDFVGDNY 1563,58 1563,70 0,12
559,20 HAATGCSDTDIAC-RH 1670,40 1670,68 0,28
575,56 GHRHDQIDEAYVDGL 1723,65 1723,79 0,14
589,60 VDGLSITHGSPRQHLF 1762,67 176291 0,24
645,21 HAATGCSDTDIACRHDF 1932,78 1932,59 0,19
593,93 HAATGCSDTDIACRHDFRPW 2371,71 2372,01 0,30
670,74 GHRHDQIDEAY 1339,48 1339,59 0,10
724,29 EKIWFPDTIIW 1446,54 1446,75 0,21
772,33 GHRHDQIDEAYVDGLSITHGSPRQHLF 3084,21 3084,49 0,28
761,74 ATGRNPPDFVGDNY 1521,44 1521,68 0,24
919,40 KGSVGCTGFSFPSEQSY 1836,91 1836,79  -0,11
Digestio com tripsina
438,21 IVACPCR 874,42 874,41 -0,01
907,69 IWFPDTHHWHAATGCSDTVITCR 2719,14 2719,28 0,14
Digestao com Asp-N
530,20 DSVERPGNW 1058,40 1058,47 0,07
554,19 DDVEVRSCQ 1106,35 1106,46 0,11
591,23 DGFGHRHDQI 1180,45 1180,53 0,08
666,21 DTIWHAATGCS 1330,40 1330,59 0,19

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
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Figura 7 - Mapa peptidico da lectina AcL obtido por MS/MS.
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* A sequéncia de aminoacidos corresponde aquela predita a partir do genoma de Aplysina cauliformis. Os
peptideos identificados experimentalmente estdo indicados conforme a enzima utilizada na digestdo: T, tripsina;
C, quimotripsina; D, AspN; e G, GluC. Os residuos em negrito indicam as posi¢cdes de micro-heterogeneidades

observadas entre os peptideos determinados experimentalmente e a sequéncia gendmica.

Os peptideos identificados apresentaram micro-heterogeneidades em relacdo a
sequéncia predita no genoma, indicando possiveis variagdes pods-traducionais, polimorfismos
ou diferencas entre as isoformas expressas. Essas variagdes foram detectadas nas seguintes
posicdes: 184 (R/G), 203 (G/S), 245-246 (SR/PQG), 268 (D/V) e 274 (D/H). As diferencas
observadas estdo associadas aos seguintes peptideos identificados experimentalmente: AspN
m/z 530,2 (SR/PG), GluC m/z 735,9 (G/N e R/G), quimotripsina m/z 670,7 (R/G), tripsina m/z
907,3 (D/V), quimotripsina m/z 593,9 (D/H) e quimotripsina m/z 460,5 (S/G).

Por meio do sequenciamento de aminoacidos foi possivel observar informagdes
relevantes em lectinas de outros géneros constituintes da familia Aplysinidae. Para ALL oito
peptideos tripticos foram identificados e sequenciados, demonstrando que a sequéncia parcial
de aminoécidos apresenta um grau consideravel de identidade e de similaridade com a lectina
ligante de galactose isolada de Axinella polypoides (Carneiro et al., 2017). J4 para AFL,
dezesseis peptideos foram sequenciados por digestdo com tripsina e entre esses alguns
demonstraram similaridade com ALL (Carneiro ef al., 2019).

Ainda na familia Aplysinidae, a AfiL, apresenta-se como uma proteina com
algumas similaridades com AcL. Ao passar pelo processo de digestdo com tripsina, a lectina de

Aplysina fistularis resultou na identifica¢ao de nove peptideos e por quimiotripsina outros cinco
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peptideos adicionais, os peptideos somados representam 42% da estrutura primdria da proteina,
assim como em AcL foi possivel observar micro-heterogeneidades entre os peptideos (Andrade
et al., 2025). Outrossim AfiL ja demonstrara semelhangas relativas na estimativa da massa
molecular em eletroforese (bandas em torno de 30 kDa na presenca de B-mercaptoetanol e 70
kDa na auséncia) bem como seu inibidor de atividade hemaglutinante também sendo a

glicoproteina PSM (Andrade, 2022).

4.4 Analise de Bioinformatica

A sequéncia da lectina AcL possui 320 aminoacidos, incluindo 13 residuos de
cisteina, dos quais ao menos um esta envolvido em ponte dissulfeto intercadeia. A analise pelo
ProtParam revelou massa molecular tedrica de 35.322 Da, valor compativel com a massa
monomérica observada por SDS-PAGE. O ponto isoelétrico (pI) foi estimado em 5,33,
enquanto o indice de estabilidade apresentou valor de 38, sugerindo que a proteina ¢ estavel. O
indice alifatico foi de 71,03, indicando boa tolerancia a diferentes condigdes de temperatura, e
o valor de GRAVY (—0,282) caracteriza a proteina como predominantemente hidrofilica.

O SignalP 6.0 ndo identificou a presenca de peptideo sinal, ¢ o RADAR nao
detectou regidoes repetidas na sequéncia. O InterProScan nao revelou dominios validos,
enquanto a analise no SMART indicou um pequeno dominio transmembranar entre as posi¢des
13-35 e um dominio fibrinogénio entre as posi¢des 127-233. Por sua vez, o HHpred identificou
similaridade entre a regidao N-terminal de AcL e diferentes proteinas (figura 8), incluindo a
lectina sérica da lampreia (Petromyzon marinus, 7EIE B), a intelectina de Xenopus laevis
(XEEL, 4WNO_A), além de coldgenos e fibrinogénio humanos (6FZW_A, 4AE2 C, 5K31 A
e 1LWU I). Esses resultados indicam uma possivel relacdo evolutiva com proteinas de

reconhecimento de carboidratos e proteinas estruturais.
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Figura 8 - Anélise de similaridade por HHpred da lectina AcL.

1 320

ST
S

Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
* A regido N-terminal apresenta homologia com diferentes proteinas, incluindo lectina sérica de lampreia

(7EIE_B), as intelectina de Xenopus laevis (AWNO_A) e Homo sapiens (6USC_A), colagenos e fibrinogénio
humanos (6FZW_A, 4AE2 C,5K31 Ae ILWU I).

4.5 Predicao estrutural de AcL

A modelagem por homologia no Phyre2.2 resultou em cobertura de
aproximadamente 10% da sequéncia de AcL (dados ndo mostrados). Apesar da baixa cobertura
estrutural, a predi¢cdo de elementos secunddrios permitiu observar a predominancia de a-hélices
na regido N-terminal, seguida por folhas  na regido C-terminal da proteina (figura 9). Esse
arranjo sugere a presenca de dois dominios estruturais distintos, hipdtese que € corroborada
pelas anélises do HHpred, as quais também indicaram homologia diferencial entre a regido N-
terminal que apresenta similaridade com lectinas e proteinas fibrilares e um C-terminal, cujo

dominio ndo foi identificado.
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* Apesar da baixa cobertura (<10%), observa-se predominancia de a-hélices na regido N-terminal e de

folhas B na regido C-terminal, sugerindo a presenca de dois dominios estruturais distintos. Na linha

Confidence as cores indicam confiabilidade verde = baixa confiabilidade e vermelho =

confiabilidade da predicao.

alta

A analise por BLAST indicou que a lectina AcL apresenta similaridade variando

entre 30 e 40% com proteinas ndo caracterizadas e proteinas hipotéticas de diferentes espécies

de esponjas, incluindo Ephydatia muelleri, Amphimedon queenslandica, Dysidea avara,

Geodia barretti e Sycon ciliatum. No entanto, nao foi observada similaridade com proteinas de

funcdo previamente descrita. Esse resultado caracteriza AcL como a primeira lectina de esponja
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contendo um dominio do tipo fibrilar, sugerindo a possibilidade de constituir uma nova
subfamilia de lectinas dentro da divisdo FReD (Fibrinogen-Related Domain).

O modelo tridimensional de AcL obtido por AlphaFold revelou uma arquitetura
composta por dois dominios distintos: um dominio fibrilar N-terminal, formado por uma longa
alfa-hélice, e um dominio C-terminal do tipo beta-sandwich (Figura 10). Essa organizagao ¢
consistente com os dados de bioinformatica (Phyre2.2 e HHpred) e reforca a hipdtese de que

AcL representa uma lectina fibrilar inédita em esponjas.

Figura 10 - Modelo tridimensional predito para AcL pelo AlphaFold.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
* A estrutura apresenta dois dominios distintos: um dominio fibrilar N-terminal, formado por uma longa alfa-

hélice, e um dominio C-terminal organizado em um arranjo do tipo beta-sandwich.

A qualidade do modelo foi avaliada por diferentes métricas estruturais. O indice
QMEAND:IisCo Global foi de 0,38 + 0,05, valor moderado que indica um modelo razoavel,
compativel com proteinas de tamanho e organizagdo semelhante. Os componentes individuais
do QMEAN apresentaram os seguintes valores: QMEAN = -9,18, CB = -0,17, All-atom = —

2,19, Solvation = —3,89 e Torsion = —8,10. Em geral, valores negativos dentro dessa faixa sdao
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esperados para modelos derivados de predi¢do de novo, sugerindo que a estrutura global ¢
aceitavel, mas contém regides de menor confiabilidade, especialmente em segmentos flexiveis
e regides sem homodlogos proximos.

A analise geométrica pelo MolProbity reforca essa interpretacdo. O modelo
apresenta 74,53% dos residuos em regides favorecidas do diagrama de Ramachandran, valor
abaixo do ideal (>90%), e 15,09% de outliers, indicando a presenga de dobras locais menos
provaveis ou regioes intrinsecamente desordenadas. A taxa de rotdmeros fora do padrao
(4,92%) ¢ relativamente modesta e compativel com modelos preditivos. Esses indicadores
sugerem que, embora o modelo capte corretamente a organizacdo geral da proteina
(especialmente a separagao clara entre o dominio helicoidal e o0 dominio B-sanduiche), algumas
regides apresentam baixa confiabilidade e devem ser interpretadas com cautela.

Em conjunto, esses resultados indicam que o modelo de AcL ¢ de qualidade
moderada, adequado para interpretacdes estruturais globais, como a identifica¢do de dominios,
mas ndo suficiente para inferéncias de alta precisdo em nivel de residuos. Por conta disso, nao
foi possivel identificar os aminodcidos que compdem o DRC e experimentos de calculos de
atracamento nao foram realizados.

Ainda assim, a concordancia entre AlphaFold, Phyre2.2 ¢ HHpred fortalece a
conclusdo de que AcL apresenta dois dominios estruturais distintos: um fibrilar € um do tipo
beta-sandwich, caracteristicos de proteinas da superfamilia FReD.

A lectina encontrada em Aplysina cauliformis, contendo dominio FReD, integra um
grupo de proteinas de ligagdo a carboidratos do sistema imunoldgico inato, encontradas em
animais vertebrados e invertebrados, que reconhecem estruturas glicidicas em superficies
microbianas, sendo muito importantes para esses animais pois eles nao dispdem de imunidade
adaptativa para a eliminacdo de patdgenos tdo bem desenvolvida como nos vertebrados
(Loker et al., 2004; Singrang et al., 2021).

Esse dominio fibrilar se localiza entre a regido N-terminal e a por¢ao C-terminal e
consiste em uma regido alongada cuja funcao principal ¢, além de desempenhar importante
papel na defesa de invertebrados, conferir estabilidade estrutural e permitir a oligomerizagao
da proteina (Hanington; Zhang, 2011). Entretanto, em AcL o dominio fibrilar ndo parece estar
relacionado a oligomeriza¢do como evidenciado no teste de DLS.

Diversas familias de lectinas sdo comumente associadas ao papel de imunidade
inata em invertebrados como as lectinas do tipo C (Brown; Willment; Whitehead, 2018),

ficolinas (Endo; Matsushita; Fujita, 2011) e as intelectinas — encontradas principalmente em
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placozoarios, urocordados, cefalocordados e diversos vertebrados, incluindo peixes, anfibios e
mamiferos (Chen; Li; Yang, 2020; Wangkanont et al., 2016).

Dentre essas, as ficolinas e as intelectinas possuem similaridade com as lectinas que
possuem dominio relacionado ao fibrinogénio em relagdo a sua homologia estrutural e sao
similarmente associadas a capacidade de promover funcdo de defesa em invertebrados
(Singrang et al., 2021).

Assim, essa porgao estrutural da lectina AcL (dominio relacionado ao fibrinogénio)
sugere um importante repertorio da imunidade inata da esponja Aplysina cauliformis mesmo
ndo participando diretamente do reconhecimento de carboidratos, como um CRD, mas sendo
fundamental para a disposi¢do espacial dos dominios de ligagdo, aumentando a avidez e
eficiéncia na interagdo com padrdes glicAnicos microbianos, aspecto esse que ¢ documentado

em lectinas de outros grupos animais.

4.6 Calorimetria de Titulacido Isotérmica (ITC)

A interagdo entre AcL e PSM foi avaliada por calorimetria de titulagdo isotérmica.
O termograma apresentado (Figura 11.A) mostra picos endotérmicos bem definidos ao longo
das injecdes sucessivas de PSM no interior da célula contendo AcL, com uma redugdo
progressiva na amplitude dos sinais caloricos, indicando saturagcdo dos sitios de ligacdo da

lectina.



Figura 11 - Andlise da interag¢do entre AcL e PSM por calorimetria de titulagdo isotérmica
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.
* (A): termograma obtido pela titulagdo de PSM na célula contendo AcL, mostrando picos endotérmicos que
diminuem progressivamente de amplitude, indicando a saturagdo dos sitios de ligagdo. (B): curva integrada de

ligacdo ajustada ao modelo de um sitio, apresentando o ajuste parabodlico tipico e os parametros termodindmicos

derivados da interacao.

A curva integrada de ligacdo (Figura 11.B) ajustou-se de maneira aceitavel ao

modelo de um sitio, revelando que AcL reconhece PSM com afinidade moderada. O parametro
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de estequiometria obtido (n = 0,263) indica que quatro moléculas de AcL interagem com uma
unica molécula de PSM, padrdo compativel com a natureza multivalente das mucinas e a
presenca de multiplos determinantes glicidicos ao longo de sua estrutura.

A afinidade observada foi da ordem de KD = 134 nM, correspondente a um Ka de
aproximadamente 7,46 x 10° M, caracterizando uma interacdo de alta afinidade para lectinas
de origem marinha.

A ligacdo foi entalpicamente desfavoravel, com AH = —80 kcal-mol™!, mas
fortemente entropicamente favorecida, com TAS = 70,6 kcal-mol™, resultando em uma energia
livre de interacdo de AG = —9,38 kcal-mol™'. Esse perfil termodinamico sugere que a intera¢ao
¢ dirigida majoritariamente por efeitos entropicos, possivelmente relacionados a reorganizacao
de moléculas de dgua e a natureza heterogénea dos glicanos presentes em PSM, e ndo por

interagdes diretas especificas de natureza entalpica (Figura 12).

Figura 12 - Signature Plot da interagdo AcL—PSM obtido por ITC.
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.



54

* O grafico apresenta a distribuicdo relativa das contribui¢des termodinadmicas individuais para a interag@o entre
AcL e PSM, destacando os componentes entalpicos e entropicos derivados do ajuste do modelo de um sitio. O
Signature Plot permite visualizar o balango entre as for¢as que dirigem o processo de ligagio, evidenciando que a

interacdo é entropicamente favorecida e entalpicamente desfavoravel.

O valor de offset (—57,7) esta dentro do esperado para interagdes envolvendo
macromoléculas altamente flexiveis, como mucinas. Em conjunto, esses resultados
demonstram que AcL reconhece PSM de forma especifica, multivalente e com afinidade
nanomolar.

Em contraste com AcL a lectina AfiL, quando submetida ao teste de ITC,
apresentou forte ligacdo exotérmica, todavia a variacao de entalpia (AH) atingiu —80 kcal/mol
que, similarmente a lectina encontrada em Aplysina cauliformis, sugere ligacao altamente
dependente de entalpia. O pardmetro de estequiometria foi estimado em 0,148 e indicou que

sete moléculas de AfiL interagiram com uma molécula de PSM (Andrade ef al., 2025).

4.7 Efeito de AcL na formacao de biofilmes bacterianos e contagem de células viaveis

A formacdo de biofilme de S. aureus ATCC 25923 foi fortemente inibida por AcL
em todas as concentracdes testadas (figura 9a), todavia ndo demonstrou redug¢do sobre o
crescimento planctonico. A biomassa do biofilme chegou a ser reduzida completamente na
concentracdo de 125 pum/mL, resultados similares foram encontrados em todas outras
concentragdes (reducdes acima de 80% da biomassa). Quanto a contagem de células vidveis
(figura 9e), ndo houve reducdo nas diferentes concentragdes testadas, sendo para a menor
(7,8125 pg/mL).

A AcL demonstrou reducao da biomassa de biofilme de S. aureus ATCC 700698
(figura 9b), observado para as diferentes concentracdes testadas, com exce¢do para a mais alta
(500 pg/mL), que mostrou crescimento. Na contagem de células viaveis (figura 9f), a lectina
ndo proporcionou diminui¢des contundentes, mas sim um aumento moderado para as
concentragdes 15,625 pg/mL e 31,25 pg/mL.

Foram avaliadas diminuicdes significativas também em biofilme de S. epidermidis
ATCC 12228 (pelo menos 50% da biomassa em todas as concentragdes), redugdes mais
pronunciadas foram observadas nas maiores concentracdes (250 pg/mL e 500 pg/mL), que

chegou a diminuir acima de 70% do biofilme. Na contagem de células vidveis também nao
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houve diminuig¢des, ¢ assim como em ATCC 700698, um leve crescimento foi notado em
algumas concentracdes (31,25 pg/mL, 62,5 pg/mL e 500 ug/mL).

Contra a cepa de E. coli ATCC 11303, a lectina apresentou forte efeito inibitorio
contra a formacao do biofilme, com efeito dependente da dose, as maiores reducdes na biomassa
foram observadas para as maiores concentragdes administradas (250 pg/mL e 500 pg/mL). A
contagem de células viaveis reduziram nas concentragdes entre 7,8125 pug/mL e 250 pg/mL, ja

para a maior concentracao (500 ug/mL), a contagem apresentou um aumento.

Figura 13 - Efeito de AcL na formacgao de biofilme e contagem de células vidveis.

a ) S. aureus ATCC 26923 b ) S. aureus ATCC 700698 Cc ) S. epicermidis ATCC 35984 d) E. coli ATCC 11303
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Fonte: Elaborado pelo autor, 2026.

* Efeito do AcL na formacao de biofilme de cepas de S. aureus, S. epidermidis e E. coli. Quantificacdo da biomassa
do biofilme (a — d) e contagens de células viaveis (e — h). As barras representam amostras tratadas com AcL; as
barras pretas representam grupos nao tratados (controles). Os dados sdo apresentados como média + desvio padrao.
A significancia estatistica foi calculada em comparagao aos controles nao tratados usando ANOV A unidirecional

seguida pelo teste post hoc de Bonferroni: p < 0,05 (*), p < 0,01 (**), p <0,001 (***), p <0,0001 (****),

Os resultados de espectrometria de massas e bioinformatica indicaram que a AcL
possui uma estrutura primaria com dominio relacionado ao fibrinogénio. Essa configuragao
estrutural sugere uma disposicao eficiente de seus dominios de ligagdo, aspecto fundamental

para a sua interagao com glicanos presentes na superficie das bactérias e na matriz do biofilme.
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Em conjunto com os achados termodindmicos, as analises de calorimetria de
titulacdo isotérmica (ITC), que revelaram uma afinidade elevada da lectina por componentes
especificos de PSM, corrobora com essa possibilidade de que a AcL pode atuar ligando-se as
estruturas de glicanos na superficie bacteriana, que favorece a inibi¢ao da formacao do biofilme
bacteriano.

Lectinas extraidas de esponjas pertencentes a familia Aplysinidae também
demonstraram potencial antibiofilme. A ALL, extraida de Aplysina lactuta, demonstrou
capacidade de reduzir significativamente a biomassa do biofilme bacteriano de E. coli e S.
aureus, este com efeito dose-dependente e concentracdes variando de 250 para 15.6 pg/mL
(Carneiro et al., 2017).

Foi observado que a AFL, isolada de Aplysina fulva, mesmo ndo inibindo o
crescimento planctonico das bactérias testadas, apresentou-se capaz de reduzir
significativamente a biomassa do biofilme das bactérias testadas, principalmente para S. aureus,
S. epidermidis, além disso, demostrou reducao significativa na contagem das células viaveis de
E. coli (Carneiro et al., 2019).

Ainda a respeito da familia Aplysinidae, resultados relevantes foram encontrados
na lectina extraida de Aplysina cauliformis (AfiL). A proteina exibiu atividade antibiofilme
significativa contra cepas de S. aureus, S. epidermidis, e para E. coli, apresentou o maior efeito
inibitorio com redugdes de 50-75% em concentracdes entre 15,6 € 250 pg/mL (Andrade et al.,

2025).
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5 CONCLUSAO

Nesse estudo a lectina AcL, isolada da esponja marinha Aplysina cauliformis, foi
purificada e caracertizada bioquimicamente, apresentando 320 aminoacidos, com 13 residuos
de cisteina.

A lectina destaca-se como a primeira representante do filo Porifera a possuir o
dominio fibrilar (FReD), o que sugere a presengca de mecanismos sofisticados de
reconhecimento de padrdoes. Em termos de atividade biologica, a proteina demonstrou uma
expressiva capacidade inibitéria na formagdo de biofilmes de patdgenos clinicamente
relevantes, como Staphylococcus aureus, S. epidermidis ¢ Escherichia coli.

Por calorimetria de titulagao isotérmica foi observado que a lectina AcL apresenta
alta afinidade com PSM em comparacdo com outras lectinas marinhas. Esse dado destaca a
capacidade que a lectina possui em reconhecer glicanos presentes em PSM de forma especifica
e eficiente, revelando um potencial de atuar na modulacdo de processos mediados por mucinas
ou componentes funcionais da superficie bacteriana. Combinando os achados termodindmicos
e estruturais, ¢ possivel justificar a capacidade inibitéria da lectina de Aplysina cauliformis na
formagao de biofilme.

Apesar da imunidade em invertebrados ser historicamente classificada como
estritamente inata, carecendo da especificidade e memoria caracteristicas do sistema adaptativo
de vertebrados, ¢ possivel observar eventos como a presenca de dominios FRED em
metazodrios basais como um tipo de “/mmune Priming”, sugerindo que organismos como 0s
poriferos possuem mecanismos sofisticados de reconhecimento de padrdes.

Os resultados obtidos nesse trabalho posicionam essa molécula como uma
candidata promissora para futuros estudos em bioprospeccdo gendmica, desenvolvimento de
novas estratégias anti-viruléncia ou fornecendo subsidios para o desenvolvimento de estratégias
biotecnologicas.

A AcL representa mais uma de algumas lectinas investigadas dentre as oriundas de
esponjas pertencentes a familia Aplysinidae. Atualmente ha relatos de cinco lectinas
encontradas em poriferos dessa mesma familia. Portanto, AcL integra mais uma das proteinas
desse meio com potencial antibacteriano e antibiofilme porém com uma caracteristica singular

que até entdo nao havia sido documentada para o filo Porifera.
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