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RESUMO

As algas marinhas sdo as principais responsaveis pelo fornecimento de oxigénio do planeta por
serem fotossintetizadoras, sendo consideradas o pulmao mundial. Além de usadas como indicadores
naturais da polui¢do ambiental, elas sdo potentes na area biotecnologica devido a alguns de seus
componentes isolados, como as lectinas, que apresentam um grande potencial em atividades
bioldgicas. Essa atividade ocorre através das interacdes da proteina com os carboidratos, que sao
observadas por meio de estudos estruturais. Deste modo, o presente trabalho objetivou realizar uma
caracterizacdo estrutural de duas lectinas oriundas das algas marinhas vermelhas, Bryothamnion
triqguetrum (BTL) e Bryothamnion seaforthii (BSL), e observar o efeito aglutinante contra cepas
bacterianas, além de comparar os resultados obtidos. Assim, BTL e BSL foram purificadas
conforme protocolo ja estabelecido, a partir de uma combinagdo de precipitacdo salina e de
cromatografia de troca idnica, apresentando em SDS-PAGE massa molecular semelhante ao ja
encontrado em estudos anteriores, de 9 kDa. A atividade hemaglutinante das lectinas foi inibida por
mucina submaxilar bovina e tireoglobulina. Através do dicroismo circular, observou-se a estrutura
secundaria das lectinas, que para BTL mostrou 10% de a-hélice, 56% de folhas-f ¢ 34% de
estruturas randomicas, com uma alta estabilidade térmica e temperatura de melting de 74,4 °C. E
para BSL 5% de a-hélice, 51% de folhas-P e 44% de estruturas randomicas, com uma estabilidade
térmica um pouco menor e temperatura de melting de 66 °C. As suas estruturas tridimensionais
apresentaram conformagdes semelhantes, com uma predominancia de folhas-f3, além de mostrarem
o CBD_II como o principal dominio de reconhecimento a carboidratos. Tanto BSL quanto BTL
apresentaram aglutinacdo contra as cepas de Staphylococcus aureus ATCC 25923, Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 e Staphylococcus epidermidis ATCC 35984, nas concentracdes de 1
mg.mL" ¢ 0,1 mg.mL". Com esse estudo, pode-se concluir que BTL e BSL compartilham de muitas
caracteristicas semelhantes relacionadas as suas estruturas e especificidade, provavelmente devido
ao fato de serem lectinas isoladas de duas algas marinhas do mesmo género e oriundas do mesmo

local.

Palavras-chave: Lectinas; Algas; Bryothamnion; Estrutura; Aglutinacao.



ABSTRACT

Seaweeds are the main responsible for supplying the planet's oxygen because they are
photosynthesizers, being considered the world's lung. In addition to being used as natural indicators
of environmental pollution, they are potent in the biotechnology area due to some of their isolated
components, such as lectins, which have great potential in biological activities. This activity occurs
through the interactions of protein with carbohydrates, which are observed through structural
studies. Thus, the present work aimed to carry out a structural characterization of two lectins from
red marine algae, Bryothamnion triquetrum (BTL) and Bryothamnion seaforthii (BSL), and to
observe the binding effect against bacterial strains, in addition to comparing the results obtained.
BTL and BSL were purified according to an established protocol, using a combination of saline
precipitation and ion-exchange chromatography, presenting a molecular mass similar to that found
in previous studies, of 9 kDa on SDS-PAGE. The hemagglutinating activity of lectins was inhibited
by bovine submaxillary mucin and thyroglobulin. Through circular dichroism, the secondary
structure of lectins was observed, which for BTL showed 10% a-helix, 56% [-sheets and 34%
random structures, with a high thermal stability and melting temperature of 74, 4 °C. And for BSL
5% a-helix, 51% B-sheets and 44% random structures, with a slightly lower thermal stability and
melting temperature of 66 °C. Their three-dimensional structures showed similar conformations,
with a predominance of B-sheets, in addition to showing CBD II as the main carbohydrate
recognition domain. Both BSL and BTL showed agglutination against strains of Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus epidermidis ATCC 12228 and Staphylococcus epidermidis
ATCC 35984, at concentrations of 1 mg.mL™" and 0.1 mg.mL"'. With this study, it can be concluded
that BTL and BSL share many similar characteristics related to their structures and specificity,
probably due to the fact that they are lectins isolated from two seaweeds of the same genus and

from the same location.

Keywords: Lectins; Algae; Bryothamnion; Structure; Agglutination.



Figura 1 —
Figura 2 —
Figura 3 —
Figura 4 —

Figura 5 —
Figura 6 —
Figura 7 —
Figura 8 —
Figura 9—
Figura 10—

LISTA DE FIGURAS

Algas marinhas Bryothamnion triquetrum e Bryothamnion seaforthii... ... .... 21
SDS-PAGE da purificagdo da BTLe BSL...........ccoiiiiiiiiiiiene 30
Espectros de dicroismo circularda BTLe BSL..................cooiiini. 32

Avaliacdo do efeito de temperatura sobre as estruturas secundarias da BTL e

B 33
Avaliagao da Temperatura de Melting de BTLe BSL...........cccccoiiiiinil. 34
Estrutura tridimensional preditada BTLe BSL...........ccccoooiiiiiiiin.n. 38
Localizagdo da BTL no compartimento celular..................cccoeoeiininn..n. 40
Localizagao da BSL no compartimento celular...................c.ccoooeeenn.. 40
Teste de aglutinacdo da BTL contra as cepas bacterianas........................ 42

Teste de aglutinagdao da BSL contra as cepas bacterianas........................ 42



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Resultados oriundos do Dicroismo Circular (DC).............c.cooviiiiinanan..
Tabela 2 — Inibigdo da atividade hemaglutinante....................cooiiiiiiiiiiii i
Tabela 3 — Resultados obtidos pelo programa C-I-TASSER.............c.c.ooiiiinin.



1.1
1.1.1
1.2
1.2.1
1.2.2
1.3
1.3.1
1.3.1.1
1.3.1.2

3.1
3.2
33
3.4
3.5
3.5.1
3.5.2
3.6

4.1
4.2
4.3
4.4
4.5
4.5.1
4.5.2
4.6

INTRODUCAO

Algas Marinhas .

SUMARIO

Compostos isolados de algas marinhas ........................c.ccccccovvveeveiiieeeninnnaann,

Lectinas ..............

Lectinas de algas

FRAFIAIAS ...t e e e e s

Aplicagoes biotecnoldgicas de lectinas de algas marinhas ..............................

Género Bryothamnion ........................c.ccccocuiiviiiiiiiiniiiiiiiiiciceeeee e e

Lectinas do género Bryothammion .......................c....cccoocveeviieiciianiine aeeaenn

Bryothammnion triGUetIum .................cccueeeeuieeeiieeciee e ee vee ee vs e s e

Bryothamnion SAfOFIRIL ...............ccccuuciioiiiiiiiieeee et e et e e et e e

OBJETIVO .......

METODOLOGIA .......ccoooiiiiiiiee ettt

Coleta de algas e

purificacio das lectinas BTL e BSL ...............cccccooeiiiiini.

Avaliacdo da pureza das lectinas .................coooiiiiiiiiiiiiini

Dicroismo circular da BTL € BSL ......oooormmieiiiiieeeeee e

Teste de inibicao

da atividade hemaglutinante com as duas lectinas ............

Modelagem da estrutura tridimensional das proteinas .................................

Analise do dominio de reconhecimento a carboidratos ....................................

Predic@o eStrutural .....................ccc...oooooveiiiiiiiiiiiiiiieeeeecieeee et

Aglutinacio de bactérias ...............ccooooiiiiiiiiiiii

RESULTADOS ...

Purificacdo das lectinas BTL e BSL ................oooiiiiiie e,

Avaliacio da pureza das lectinas ..................ccoooiiiiiiiiiiiii i,

Dicroismo circular da BTL € BSL ......cooooimmiiiiiieeee et

Teste de inibi¢ao

da atividade hemaglutinante com as duas lectinas ...........

Modelagem da estrutura tridimensional das proteinas .................................

Analise do domin

io de reconhecimento a carboidratos ....................cc...........

Predic@o eStrutural .......................c....oooooviiiiiiiiiiiiiieieeeeeeieeeee e

Aglutinacio de bactérias ..o

CONCLUSAO...
REFERENCIAS

14
14
15
16
17
19
21
21
22
22
24
25
25
25
26
26
27
27
27
27
29
29
30
31
35
37
37
38
41
45
46






14

1 INTRODUCAO

1.1 Algas Marinhas

As algas marinhas possuem uma grande diversidade morfolégica no que se refere ao seu
tamanho e forma, além de uma organizagdo celular muito variada. Sdo amplamente
diversificadas, podendo ser encontradas em inimeros ambientes como na coluna d'agua, por
debaixo do gelo em zonas polares ou fixadas em substrato (FRANCESCHINI et al., 2010).
Além disso, por meio de sua morfologia e tamanho, as algas podem ser classificadas como
microalgas (organismos microscopicos fotossintéticos, sendo muitos deles unicelulares) e
macroalgas (compostos por multiplas células e bem estruturados que assemelham-se a plantas
terrestres) (JOHN et al, 2011).

Elas apresentam uma grande importancia ecolégica e ocupam o lugar de produtores
primarios, formando a base da cadeia alimentar de lagos e oceanos. Grande parte delas sao
fotossintetizadoras, assim, para seu crescimento e producdo de alimento € necessario a
presenca de luz, agua e didxido de carbono, e geralmente ndo necessitam de compostos
organicos do ambiente. Da fotossintese, elas geram oxigénio e carboidratos essenciais para
outros organismos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2012). Essa caracteristica torna as algas
marinhas as principais responsaveis pela produgdo de oxigénio do planeta, com uma
eficiéncia maior que as das plantas terrestres, j4 que podem impactar na capacidade de
tamponamento do carbono inorganico dissolvido da dgua do mar, resultando no aumento do
pH e queda na pressao parcial de CO, na 4gua, promovendo uma grande importancia no
equilibrio da natureza (BHOLA et al., 2014; HAN et al., 2017).

No ambiente marinho, as algas apresentam um elevado niimero de espécies com uma
ampla diversidade e servem como fonte de nutrientes para uma grande variedade de
organismos aquaticos. Elas também servem de abrigo, de bergario e de refugio para muitas
espécies de invertebrados e pequenos vertebrados (BASILIO, 2020).

Existe um extenso grupo de macroalgas, e estas podem ser classificadas de acordo com
os pigmentos que possuem, sendo divididas em: algas verdes (Chlorophyta), marrons ou
pardas (Phaeophyta) e algas vermelhas (Rhodophyta) (BUGS ef al.,, 2018). As algas verdes
estdo presentes em praticamente todos os habitats do planeta. Sua parede celular ¢ bastante
diversificada estruturalmente, constituida principalmente por glicoproteinas, polissacarideos
sulfatados e polimeros fibrilares, variando muito de espécie para espécie. Algumas delas

ainda, possuem como principal componente fibrilar a celulose (DOMOZYCH et al.,, 2012). A
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divisao Phaecophyta representa as algas pardas macroscopicas, onde mais de 1.500 espécies ja
foram identificadas. Sua cor amarronzada se da devido as grandes quantidades do carotendide
fucoxantina, que mascara outros pigmentos (ALI et al., 2017). J& as algas vermelhas sdo
abundantes principalmente em aguas tropicais, podendo ocorrer também em regides mais
frias. Como caracteristicas, elas possuem a presenga dos polissacarideos agar ou carragenana
na composicdo da parede celular, presenga de ficoeritrina como pigmento acessorio € amido

das florideas como produto de reserva (AMORIM et al., 2016).

1.1.1 Compostos isolados de algas marinhas

As algas apresentam diversos compostos que, quando isolados, demonstram um enorme
potencial biotecnologico. Observa-se que alguns desses componentes sdo biologicamente
ativos, como exemplo as ficobilinas, acidos graxos, polissacarideos, proteinas, vitaminas,
entre outros. Alguns desses compostos possuem atividades bioldgicas favoraveis ao ser
humano, apresentando controle de tumores, trombose e obesidade (CABRAL et al., 2011).
Além do mais, elas demonstram ser bastante promissoras na area sustentavel, sendo utilizadas
como fonte de alimento e nutracéuticos, na producdo de bioplasticos e biopolimeros, em
tratamento de efluentes e na criagdo de matérias-primas e produtos de alto valor, que ja eram
produzidos por plantas terrestres. (FABRIS et al., 2020).

Em algas marinhas vermelhas, pode-se observar a extra¢do de acidos graxos, terpenos,
pigmentos, compostos fendlicos, vitaminas e proteinas (COTAS et al, 2020). Esses
compostos isolados ja provaram possuir varias propriedades importantes para utilizagdo na
industria, gerando produtos nas vertentes farmacéuticas, biomédica e de cosmética. As
capacidades antioxidante, anticoagulante, anticancerigena, antiviral/anti-HIV e anti-
inflamatorio sdo apenas alguns das aplicagdes que demonstram o qudo promissor sao seus
derivados, além de poder ser administrados em tratamentos de feridas € na medicina
regenerativa (KHALID et al.,, 2018; RAPOSO, 2015).

No setor farmacéutico, as algas podem ser usadas como potencial candidato de
interesse, pois sdo ricas fontes de compostos biologicamente ativos peculiares, incluindo
metabolitos primarios e secundarios. Elas sdo fornecedoras de uma gama de produtos para
esta area, pois podem ser exploradas para aplicagdes comerciais como vacinas e nutrientes
que muitas vezes ndo estdo disponiveis de outra forma ou ndo sdo produzidos devido seu alto

valor (SHARMA; SHARMA, 2017).
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Essa alta variabilidade natural das moléculas bioativas pode ser explicada, dentre outros
fatores, por suas relagdes evolutivas, diversificagdo quimica e ecoldgica. Além disso, a
variacdo na concentracdo de compostos marinhos bioativos das algas ¢ bastante influenciada
por mudangas ambientais como luz, nutrientes, salinidade, contaminantes, pH, temperatura,
disponibilidade de CO, e interagdes bioticas (KHALID et al., 2018).

Quando comparadas com outros organismos que também sdo importantes para estudos
biotecnoldgicos, as algas marinhas possuem um grande diferencial, a capacidade de ser
cultivada e, consequentemente, produzir em grande quantidade compostos bioativos
vinculado a alguma espécie (BENEDETTI et al., 2018).

Como foi relatado, as algas s3o uma otima fonte de componentes bioativos, dentre elas
as proteinas. Estas, apresentam perfis completos de aminoacidos essenciais, possuindo um
teor proteico maior que outras fontes convencionais, como os alimentos carne, ovo e afins.

Entretanto, alimentos a base de algas ainda sao escassos no mercado (KOYANDE, 2019).

1.2 Lectinas

Lectinas formam um grupo de proteinas de origem ndo imune que se ligam
reversivelmente aos carboidratos. Elas ndo estdo envolvidas na sintese ou catdlise dos mesmos
e ndo pertencem as principais classes de imunoglobulinas (KILPATRICK, 2000).

A palavra lectina tem origem do latim “/egere”, que tem como significado ‘selecionar’
(BOYD; SHAPLEIGH, 1954). Elas foram descritas no final do século XIX como sendo
proteinas de plantas que possuem a capacidade de aglutinar eritrocitos (SELL; COSTA,
2000). Presente na natureza, as lectinas sdo encontradas em varios organismos distintos,
dentre eles plantas, animais e microrganismos (GONDIM et al., 2019).

Através de estudos dessas lectinas foi possivel descobrir que elas podiam ser especificas
a diferentes grupos sanguineos humanos, sendo esta descoberta muito importante para se
determinar o tipo sanguineo de cada individuo. Além disso, a maioria delas aglutinam
eritrocitos dos diferentes grupos de sangue humano, atuando em concentragdes semelhantes
(HERNANDEZ DIAZ et al., 1999).

Até o inicio os anos 70, as lectinas ja tinham sido observadas em diferentes organismos,
principalmente plantas, mas poucas eram as que tinham sua purificagdo realizada. Esse fato s
mudou com a introdugdo da cromatografia de afinidade, originalmente para o isolamento de
concanavalina A, do feijdo-de-porco (Canavalia ensiformis), sendo a primeira hemaglutinina

obtida de forma pura (SHARON; LIS, 2004).
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A principal caracteristica das lectinas, que é a presenca de locais de ligagdes para
carboidratos especificos, € essencial para a determinacao do seu papel biologico (SANTOS et
al., 2014). Em alguns processos, tais como infec¢des bacterianas, parasitdrias e virais, ¢
necessario conhecer as interacdes que ocorrem entre proteinas e carboidratos, e para tal
finalidade, os estudos de lectinas se tornam imprescindiveis, j4 que elas possuem essa
capacidade unica de identificar informacdes codificadas na estrutura tridimensional
(WIEDERSCHAIN, 2013).

Observou-se que a interacao das lectinas com as células pode ser inibida, na maioria das
vezes, por agucares. Isso levou a conclusdo de que elas se ligam a sacarideos na superficie
celular, fornecendo assim, marcadores tteis para técnicas histoquimicas e para microscopia
eletronica no estudo da estrutura e fungdo da membrana plasmatica (HERNANDEZ DIAZ et
al., 1999).

O interesse por lectinas foi estimulado através da observagdo de que elas sdo
ferramentas inestimaveis para se realizar a deteccdo, o isolamento e a caracterizacdo de
glicoconjugados, em especial de glicoproteinas. Ainda, esse interesse também surgiu pois
observou-se que elas servem para o exame de alteragdes que ocorrem nas superficies celulares
durante processos fisioldgicos e patologicos, desde a diferenciagdo celular ao cancer (LAM;
NG, 2011).

E sabido que muitos estudos ja foram realizados com lectinas, podendo ser observado
diversas atividades ja relatadas, como atividade antifungica (NABETAH et al., 2021), efeito
antibiofilme (CARNEIRO et al, 2017), atividade antibacteriana (BJARNASON;
MAGNUSDOTTIR, 2021), anti-inflamatéria (RODRIGUES et al., 2012), antiviral
(GONDIM et al., 2019) e anticancer (HUNG; TRINH, 2021). Além disso, recentes estudos
mostram a eficiéncia das lectinas contra o virus SARS-CoV-2, virus este responsavel pela

catastrofica pandemia de COVID-19 (SHEEHAN et al., 2020).

1.2.1 Lectinas de algas marinhas

Nas algas marinhas, as proteinas estdo presentes em diversas formas e locais, como
enzimas, componente da parede celular e ligadas a carboidratos e pigmentos. Além dos
aminodcidos essenciais, algumas espécies possuem proteina com capacidades biotivas, como
ficobiliproteinas e lectinas (STENGEL ef al., 2011).

Quando comparadas com os demais organismos as lectinas de algas marinhas foram

isoladas e caracterizadas lentamente, sendo identificadas pela primeira vez em 1966 por Boyd
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e Almodovar. Eles foram os responsaveis por relatar a primeira observacao de lectinas em
algas marinhas (CALVETE et al, 2000). As lectinas de algas marinhas se diferenciam das
lectinas vegetais em vdrias caracteristicas fisico-quimicas. Elas sdo proteinas monoméricas,
ou seja, apresentam baixo peso molecular, possuem alta propor¢ao de aminoacidos acidos e
ponto isoelétrico na faixa de 4 a 6. Comumente, apresentam menor afinidade por
monossacarideos e maior afinidade por oligossacarideos e/ou glicoproteinas, além de nao
necessitarem de ions metalicos para suas atividades biologicas (ROGERS; HORI, 1993).

As lectinas de algas marinhas podem ser agrupadas em trés categorias principais
distintas com base nas suas propriedades de ligacdo a carboidratos, sendo elas: lectinas
especificas de N-glicano de tipo complexo; lectinas especificas de N-glicano com alto teor de
manose; ¢ lectinas com ambas as especificidades citadas acima (SINGH; THAKUR;
BANSAL, 2015).

Em relacdo a suas estruturas, hd poucas lectinas de algas marinhas caracterizadas, mas
seu estudo se faz importante para se fornecer medidas das taxas de mudancas na propria
estrutura, que em grande parte sdo essenciais para suas fungdes biologicas. Entretanto, apesar
das poucas informagdes nesta area, os resultados ja disponiveis mostraram que existe uma
variedade de familias em diferentes espécies estudadas (TEIXEIRA ef al., 2012; SHARON et
al., 2005). Como exemplo, as lectinas das macroalgas marinhas vermelhas Hypnea
cervicornis e Hypnea musciformis, encontradas na costa brasileira, quando comparadas as
lectinas da Hypnea japonica, encontrada na costa do Japao, ¢ possivel observar diferengas
estruturais entre elas, evidenciando esta variedade entre espécies do mesmo género em
ambientes distintos (NAGANO et al., 2005).

Enquanto as lectinas isoladas das algas vermelhas Eucheuma serra, E. amakusaensis e
E. cottonii apresentaram caracteristicas e sequéncia N-terminal semelhantes, sugerindo que as
lectinas de espécies deste género estdo agrupadas em uma mesma familia de lectinas de algas
(KAWAKUBO et al., 1999).

Para a estrutura secundaria, algumas lectinas de algas marinhas ja foram estudadas e
determinadas, como a AML, da Amansia multifida, que apresentou em sua estrutura muitas
conformagdes em folhas-B, assim como a a SfL da alga Solieria filiformis, ambas
determinadas por meio da técnica de Dicroismo Circular (DC), sendo esta muito importante
para se examinar a estrutura e estabilidade de proteinas em solu¢do (ABREU et al., 2022;

FONTENELLE et al., 2018; MESQUITA et al., 2021).



19

Poucas lectinas de algas marinhas possuem sua estrutura tridimensional determinada. A
lectina GRFT, isolada da alga marinha vermelha Griffithsia sp., descrita por Zidtkowska e
Wlodawer (2006), foi a primeira lectina de alga com a estrutura tridimensional determinada.
Outras lectinas de macroalgas marinhas possuem sua estrutura tridimensional predita por
programas computacionais, como a SfL-1 e SfL-2, isoformas da lectina isolada da Solieria

fioliformis (CHAVES et al., 2017).

Muitas lectinas ja foram observadas em algas marinhas, sendo encontradas em maior
abundancia nas algas vermelhas. Nos ultimos anos, as algas marinhas vermelhas se tornaram
importantes fontes de lectinas, e deste modo muitas delas tém sido isoladas e caracterizadas
(SINGH; WALIA, 2018). A primeira que foi purificada e teve sua caracterizagdo realizada
parcialmente foi a lectina da alga Ptilota plumosa (ROGERS; BLUNDEN; EVANS, 1977).
As lectinas encontradas nesse grupo apresentam especificidade de carboidratos para
glicoproteinas complexas ou para N-glicanos de alta manose, e devido a isto, essas interacoes
geram respostas bioquimicas na qual pode-se utilizar em pesquisas para a ciéncia. Assim
sendo, devido essa sua propriedade de reconhecimento, elas sdo potenciais candidatas para a

inibicao de inumeras doengas virais (SINGH; WALIA, 2018).

1.2.2 Aplicagoes biotecnoldgicas de lectinas de algas marinhas

Nos ultimos anos houve um aumento no isolamento e nas aplica¢des biotecnoldgicas de
lectinas de algas, resultante do aumento da demanda por novas substancias biologicamente
ativas (SINGH; THAKUR; BANSAL, 2015). Isso se deu porque observou-se que essas
proteinas apresentam um alto potencial em varias 4reas do ramo biotecnologico, devido
algumas de suas caracteristicas como: tamanho molecular e seletividade para carboidratos
complexos, glicoconjugados presentes na superficie celular e estabilidade térmica e quimica
(NAGANO et al., 2002).

E notério o potencial que as lectinas oriundas de algas marinhas possuem em virias
atividades, como atividade antiviral, anti-inflamatdria, anticancerigena, antinociceptivos e
antibacteriana, possuindo, em alguns casos, a capacidade de diagnostico e de tratamento
seletivo (SINGH; WALIA, 2018).

A lectina extraida da macroalga vermelha Hypnea musciformis diminui de forma
significativa a forma¢ao de biofilme de Pseudomonas aeruginosa em uma concentracao de

250 pg/mL, e apresentou uma pequena reducao nas células de Staphylococcus aureus quanto
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ao numero de células vidveis (VASCONCELOS, 2013). Também, notou-se a primeira
evidéncia de atividade antifungica de Q-Griffithsin (Q-GRFT), variante recombinante
resistente a oxidagdo de Griffithsin, que se liga a a-manana na parede celular de Candida
albicans NABETAH et al., 2021).

Segundo estudos de Rodrigues e colaboradores (2012), os resultados dos efeitos
analgésicos e anti-inflamatorio do Cc-SP»,, fracdo da alga verde Caulerpa curpressoides,
podem ser aplicados na biomedicina como ferramenta natural na dor e inflamagdes agudas. A
lectina oriunda da alga vermelha S. filiformis também possui capacidades de efeito anti-
inflamatorio, além de possuir importancia em atividades antinociceptivas, representando um
potente agente terap€utico para estudos futuros (ABREU et al., 2016).

Virias lectinas j& mostraram atividade antiviral altamente potente, dentre elas as lectinas
SfL e HML, originadas das algas S. filiformis e H. musciformis. Esses achados indicaram que
essas lectinas podem gerar novos compostos antivirais com grande potencial terapéutico
(GONDIM et al., 2019). A lectina da alga vermelha Kappaphycus striatus, KSL, ja mostrou
efeitos anti-cancerigenos contra cinco linhagens celulares de carcinoma, tornando-se uma boa
fonte funcional para aplicagdes nesta area (HUNG; TRINH, 2021).

A GRFT, possui um alto potencial biotecnoldgico apresentando agdo antiviral contra o
virus do HIV (O'KEEFE et al., 2009) e antiviral in vitro, combinada com carragenina, contra
o da herpes simplex 2 (HSV-2) e o papilomavirus humano (HPV) (LEVENDOSKY et al.,
2015). Além disso, no ultimo ano esta lectina se apresentou positivamente eficaz contra o
virus SARS-CoV-2 (ALSAIDI et al., 2021).

O virus do SARS-CoV possui proteinas S que sao altamente N-glicosiladas, assim,
algumas lectinas advindas de algas marinhas como ASL-1 e ASL-2 da alga Agardhiella
subulata, BU14 (Porphyra umbilicalis), MeL (Meristiella echinocarpa), SfL (Solieria
filiformis) e KAA-2 (Kappaphycus alvarezii) por exemplo, possuem conformagdes estruturais
capazes de reconhecer as proteinas S de coronavirus, sendo assim, potentes candidatas para
atividades contra este virus (BARRE et al., 2021).

Em relacdo a atividade antibacteriana, as lectinas de algas ja demonstraram possuir
efeitos contra algumas cepas, como as do género Vibrio por exemplo (HAZEN et al., 2007). A
lectina EDA, da alga marinha Eucheuma denticulatum, inibiu o crescimento bacteriano do V.
alginolyticus (HUNG et al., 2015a), assim como a lectina da alga Kappaphycus striatum, a
KSA-2, que além da inibicdo do V. alginolyticus, inibiu o crescimento de Enterobacter

cloacae (HUNG et al., 2015D).
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1.3 Género Bryothamnion

As algas do género Bryothamnion estdo dispostas no filo Rhodophyta, sendo elas
encontradas ao longo da costa da América do Sul e do Oceano Atlantico. Segundo Guiry e
Guiry (2019), as algas deste género possuem como caracteristicas talos eretos com até 20 cm
de altura, ramos rigidos, cilindricos, triangulares ou achatados em se¢do e determinados na
maioria dos segmentos.

Este género foi inicialmente descrito por Kiitzing em 1843 sem uma designacdo da
espécie-tipo. No inicio foram descrita duas espécies, a Bryothamnion seaforthii e a
Bryothamnion lindenbergii, sendo a primeira baseada na Fucus seaforthii Turner e a segunda
na Thamnophora disticha Lindenberg. Mas foi em 1849 que Kiitzing fundiu o género
Physcophora em Bryothamnion e reconheceu cinco espécies, trés deles com ramos
complanados, B. seaforthii Kiitzing, B. ramellosum Sonder ¢ B. linderbengii Kiitzing ¢ duas
espécies de ramos triangular, B. triangulare e B. hipnoides. Em 1889, a espécie-tipo do género
foi designada, Bryothamnion seaforthii, entretanto, atualmente apenas trés das seis espécies
descritas permanecem em vigor, sendo a B. triquetrum e a B. seaforthii (FIGURA 1) as mais

relatadas em regides tropicais e subtropicais (GARCIA-SOTO; LOPEZ-BAUTISTA, 2018).

Figura 1 — Algas marinhas Bryothamnion triquetrum e Bryothamnion seaforthii.

Fonte: Autor. A: Bryothamnion triquetrum e B: Bryothamnion seaforthii.

1.3.1 Lectinas do género Bryothamnion
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Segundo a literatura, alguns compostos extraidos de espécies desse género ja mostraram
possuir propriedades terapéuticas como anti-inflamatoério, antioxidantes e antibacteriano
(FONTENELLE et al., 2018; ALVES, 2015; TEIXEIRA et al., 2007).

Dentre as espécies presentes neste género, duas delas se destacam em relagdo as suas
lectinas, a Bryothamnion seaforthii e a Bryothamnion triquetrum. As lectinas pertencentes a
essas espécies apresentam massa molecular na faixa de <10 kDa, 91 aminoacidos e uma

grande resisténcia a altas temperaturas (AINOUZ et al., 1995).

1.3.1.1 Bryothamnion triquetrum

No ano de 2000, a BTL, lectina da alga marinha vermelha Bryothamnion triquetrum, foi
a primeira a possuir sua estrutura primaria determinada. Apresentada em SDS-PAGE como
uma banda larga com cerca de 6-8 kDa de massa molecular, composta por 91 aminoacidos e
exibindo trés isoformas (8949,8 m/z, 8964,5 m/z e 8980,0 m/z). Esta lectina possui duas
pontes dissulfeto intracadeias, e isso pode estar relacionado a sua alta estabilidade térmica e
sua capacidade de potencialmente oligomerizar (CALVETE et al., 2000).

Sua estrutura secundaria também ja foi determinada, por meio de espectroscopia de
dicroismo circular, sendo composta principalmente por [-fitas, apresentando grande
resisténcia a variacdes de temperatura e pH. Além disso, a BTL apresentou efeitos anti-
inflamatorios em grupos de camundongos (FONTENELLE et al., 2018).

Esta lectina também se mostrou potente na protecdo a danos causados pela diabetes
induzidas, evidenciando possuir atividades anti-hiperglicémica e antioxidante, diminuindo os
niveis séricos de glicose, colesterol total e triglicerideos em ratos (ALVES, 2015). Ainda, ela
foi capaz de inibir a aderéncia em estreptococos, obtendo resultados estatisticamente
significativo para Streptococcus mitis e Streptococcus sobrinus (TEIXEIRA et al., 2007).

Em outros estudos, observou-se que a BTL mostrou capacidade de diferenciar variantes
de células de carcinoma de c6lon humano em relagdo aos seus glico-receptores de membrana
celular (PINTO et al., 2009). Assim, esta lectina tem potencial anticancerigeno e também
pode ser usada como agente de liberagdo de drogas devido a sua especificidade de

carboidratos (SINGH; WALIA, 2018).

1.3.1.2 Bryothamnion seaforthii
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A lectina da Bryothamnion seaforthii, BSL, possui a capacidade de aglutinar eritrocitos
humanos e de coelho, perdendo sua capacidade de aglutinar eritrocitos na presenca das
glicoproteinas fetuina, avidina e mucina. Em SDS-PAGE ela ¢ observada como uma banda
larga com uma massa molecular aparente de 9 kDa na presenga e na auséncia de [-
mercaptoetanol. A analise por espectrometria de massas revelou que BSL contém uma mistura
de cinco isoformas, nomeadas de: BSL1, BSL2, BSL3, BSL4 ¢ BSL5 em m/z 8898,1 +/- 2,
8960,8 +/- 2, 9012,8 +/- 2, 9065,8 +/- 2 € 9096,1 +/- 2, respectivamente. Essas isoformas sao
polipeptideos compostos por 91 residuos de aminoacidos, incluindo quatro cisteinas que
formam duas pontes dissulfeto intracadeia (NASCIMENTO-NETO et al., 2012).

Assim como a BTL, a BSL também tem sido usada para diferenciar variantes de células
de carcinoma de colon humano (PINTO et al., 2009), e pode bloquear de forma eficiente a
adesdo dos estreptococos orais aos seus receptores de mucina na pelicula adquirida por meio
de um mecanismo de competicdo, inibindo mais de 75% da adesdo de Streptococcus sanguis,
Streptococcus mitis, Streptococcus sobrinus e Streptococcus mutans (TEIXEIRA et al,
2007).

A lectina também apresentou atividades anti-hiperglicémicas e antioxidantes em ratos
com diabetes induzida por estreptozotocina (DE ALENCAR ALVES et al., 2020), diminuiu a
formacdo de biofilme de S. aureus em concentragdes variando de 31,25 a 250 pug/mL
(VASCONCELOS, 2013), ¢ uma potente candidata para atividade antiviral (GONDIM et al.,
2019), além de apresentar efeito pro-cicatrizante em camundongos, possivelmente por induzir

células do sistema imunolédgico na fase inflamatéria (NASCIMENTO-NETO et al., 2012).
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2 OBJETIVO

Objetivo geral

Caracterizar estruturalmente as lectinas BTL e BSL oriundas das algas marinhas
vermelhas Bryothamnion triquetrum e Bryothamnion seaforthii, respectivamente, € observar o
efeito aglutinante contra cepas bacterianas. Além de realizar um comparativo entre as

mesmas.

Objetivo especifico
* Determinar a estrutura secundaria da BSL e BTL através do dicroismo circular;
* Avaliar os efeitos de temperatura na estrutura secundéria das duas lectinas;
* Estabelecer a especificidade por glicoproteinas da BSL e BTL,;
* Realizar uma predi¢ao da estrutura tridimensional das duas proteinas;
* Avaliar a capacidade de aglutinagdo bacteriana das lectinas contra diferentes cepas;

* Analisar comparativamente os resultados obtidos da BSL e BTL.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta de algas e purificacio das lectinas BTL e BSL

Espécimes das algas vermelhas B. triquetrum e B. seaforthii foram coletados na regido
entre marés da praia da Pedra Rachada, no municipio do Paracuru, no Ceard. A coleta e o
acesso ao patrimonio genético foram autorizados e regulados pelos Orgdos competentes
(SISBIO ID; 33913-8 e SISGEN ID; AC14AF9).

O material foi limpo de epifitas e armazenado a —20 °C até ser usado. A purifica¢do da
BTL e da BSL foi realizada, separadamente, de acordo com os métodos utilizados por Ainouz
et al., (1995), com algumas modifica¢des. As algas foram descongeladas, lavadas com agua
destilada e moidas até se tornarem um pé fino sob o uso de nitrogénio liquido, extraidas com
trés volumes de fosfato de sodio 20 mM, pH 7,0, contendo NaCl 150 mM por cerca de 16 h
sob agitacao, filtradas em um tecido de nailon e centrifugadas em 7000%xg por 30 min a 4 °C.
O sobrenadante foi acidificado e mantido a 25 °C por um periodo de aproximadamente 2 h e
30 min. Os precipitados foram removidos por centrifugacdo a 15000%g por 20 min a4 °C, e o
sobrenadante foi ajustado para pH 7,0 e, entdo, foi realizada uma precipitagdo com sulfato de
amonio na saturacdo de 60%. As proteinas precipitadas foram sedimentadas por
centrifugacao, ressuspensas em um volume pequeno de tampao fosfato (PB) 20 mM, pH 7,0 e
aplicadas a uma coluna de DEAE-celulose. A coluna foi equilibrada e lavada com PB, sendo
em seguida eluida com NaCl 1 M no mesmo tampao. Fracdes de 2 mL foram coletadas
manualmente a um fluxo de 1 mL.min" e analisadas por um espectrofotdmetro para medir a
absorbancia a 280 nm e testadas para atividade hemaglutinante com sangue de coelho. As
fragdes ndo adsorvidas foram recromatografadas na mesma coluna, reunidas, dialisadas contra

agua e liofilizadas.

3.2 Avalia¢do da pureza das lectinas

O grau de pureza da BTL e BSL foi avaliado através de eletroforese em gel de
poliacrilamida/dodecil sulfato de so6dio (SDS-PAGE), na auséncia de P-mercaptoetanol,
corado com Coomassie Brilliant Blue (LAEMMLI, 1970). O gel de 15% foi submetido a uma
corrente elétrica de 25 mA e tensdo de 150 V durante 1 h.

A massa molecular das lectinas ja estimada anteriormente por SDS-PAGE (CALVETE
et al., 2000; NASCIMENTO-NETO et al., 2012) foi observada novamente comparando com
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marcador de massa molecular referente a HSA (Albumina sérica humana) de 66 kDa, rSfL
(lectina recombinante de Solieria filiformis) de 30 kDa e CCL (lectina de Chondrilla
caribensis) de 15 kDa.

3.3 Dicroismo circular da BTL e BSL

A determinacdo da composicdo de estrutura secundaria da BTL e BSL foi realizada
utilizando um espectropolarimetro, Jasco J-810 (Jasco International Co., Toquio, Japao)
ligado a um peltier com temperatura controlada.

As lectinas foram suspensas em uma solucao contendo fosfato 20 mM e pH 7, e em uma
concentragdo aproximada de 0,3 mg.mL™' foram dispostas em uma cubeta de quartzo
retangular com um caminho 6tico de 1 mm e cada espectro adquirido com uma média de 8
acumulagdes, com resolugdo 1 nm e velocidade de varredura de 50 nm.min™'. A aquisi¢do foi
realizada de 190-250 nm (UV distante).

As porcentagens das estruturas secundarias, a-hélice, B-folha e conformagao
desordenada foram estimadas utilizando o algoritmo e base de dados Selcon 3 (SREERAMA;
WOODY, 2000) acessado pelo servidor DichroWeb (WHITMORE; WALLACE, 2008).

Para a determinacdo da temperatura de melting as lectinas, separadamente, foram
submetidas a uma rampa de temperatura variando de 23 a 95 °C, enquanto a elipicidade foi

monitorada a 210 nm (GREENFIELD, 2007).

3.4 Teste de inibi¢ao da atividade hemaglutinante com as duas lectinas

Para a inibi¢do da atividade hemaglutinante foram utilizados glicoproteinas, como foi
descrito previamente por Sampaio et al., (2002). As lectinas foram submetidas a teste de
inibicao da atividade hemaglutinante, separadamente, para que a especificidade das proteinas
fosse observada e determinada a concentragdo minima do carboidrato, capaz de inibir a
aglutinacdo de eritrocitos (CMI — Concentragdo minima inibitdria).

As glicoproteinas utilizadas foram: Mucina de estomago de porco tipo 2 (PSM-II),
mucina de estdbmago de porco tipo 3 (PSM-III), fetuina bovina, mucina submaxilar bovina
(BSM), transferrina humana, asialofetuina e tiroglobulina Além disso, também foram
utilizados para o teste manana de levedura, LPS (Lipopolissacarideo) 0111:B4 de Escherichia

coli e 4cido lipotecoico de Staphylococcus aureus.
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3.5 Modelagem da estrutura tridimensional das proteinas

3.5.1 Analise do dominio de reconhecimento a carboidratos

A sequéncia de aminoacidos das isoformas mais intensas de BTL (8.981 Da)
(CALVETE et al., 2000) e BSL (9.064 Da) (NASCIMENTO-NETO et al, 2012) foram
submetidas ao banco de dados de proteinas SMART (http://smart.embl-heidelberg.de/), um

recurso online usado para determinar a arquitetura de dominio de proteinas.

3.5.2 Predicdo estrutural

A predigdo estrutural e a localizagdo no componente celular da isoforma mais
abundantes das lectinas BSL e BTL foram feitas através do servidor C-I-TASSER (ZHENG et
al., 2021).

A sequéncia de aminodcidos da isoforma das duas lectinas foi enviada ao servidor para a
modelagem, onde os melhores modelos resultantes do programa foram selecionados com base

nas pontuagdes de C e TM.

3.6 Aglutinacio de bactérias

O teste de aglutinacdo foi realizado com as cepas do Laboratorio Integrado de
Biomoléculas (LIBS) Escherichia coli ATCC 11303 (E.coli 11), Staphylococcus aureus ATCC
25923 (S. aureus 25), Staphylococcus aureus ATCC 700698 (S. aureus 70), Staphylococcus
epidermidis ATCC 12228 (S. epidermidis 12), Staphylococcus epidermidis ATCC 35984 (S.
epidermidis 35) e Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 (P. aeruginosa 27), sendo as cepas
S. aureus 70 e S. epidermidis 12 resistentes a meticilina.

A aglutinagdo de bactérias foi conduzida de acordo com Melo et al. (2014), com
algumas modificacdes. As cepas de E.coli 11, S. aureus 25, S. aureus 70, S. epidermidis 12, S.
epidermidis 35 e P. aeruginosa 27 foram inoculadas em meio LB (Luria Bertani) a 37 °C por
um periodo de 24 h. Em seguida, foram centrifugadas a 2000xg por 10 min, lavadas 3 vezes
com TBS e suspensas em TBS com formaldeido 4%, sendo assim mantidas por mais 24 horas.
ApOs esse periodo, foram novamente lavadas mais trés vezes com tampao TBS para o teste de
aglutinagdo. As bactérias foram ajustadas para uma concentragdo celular de 2x10® CFU a
partir de uma curva de calibragdo predeterminada para cada cepa pelo LIBS por

espectrofotometro.
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Para o ensaio de aglutinagdo foram utilizados 50 pL da proteina BSL e BTL
solubilizadas em TBS nas concentragdes de 1 mgmL"' e¢ 0,1 mg.mL"'. Em seguida, as
proteinas foram incubada com um volume igual de suspensdo bacteriana por um periodo de
uma hora. Os resultados foram observados apds incubacdo em um microscopio de luz

(Olympus CBB).
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4. RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Purifica¢ao das lectinas BTL e BSL

As proteinas BSL e BTL foram purificadas seguindo o protocolo previamente
estabelecido (AINOUZ et al., 1995), utilizando as técnicas de precipitagcdo de proteinas
(acidificacdo e fracionamento com sulfato de amonio 0-60%) e a cromatografia de troca
ionica em matriz de DEAE-Celulose, cada uma com sua propria coluna cromatografica. A
coluna foi lavada com tampao fosfato 0,02M pH 7,0, onde o pico ndo retido de ambas,
chamado P1-DEAE, foram coletados para a realizacao de atividade hemaglutinante e testes
posteriores.

A acidificacdo ¢ um tratamento acido que promove a remog¢do de pigmentos, que por
ventura acabam interferindo nas etapas seguintes, como na cromatografia. A HCA, lectina da
alga vermelha H. cervicornis, ¢ um exemplo de proteina oriunda de alga que apresentou este
processo na sua etapa de purificagdo (NAGANO et al., 2005).

Um método comumente utilizado para a precipitacdo de proteinas ¢ o fracionamento
com sulfato de amoénio. Esta técnica pode promover uma remogao de proteinas, alterando a
solubilidade das mesmas, tornando-se assim, uma etapa importante para purificagao
(ENGLARD; SEIFTER, 1990). O isolamento de lectinas presentes nas algas vermelhas
Solieria filiformis, Hypnea musciformis e Tichocarpus crinitus utilizaram este método de
precipitacdo (BENEVIDES; LEITE; FREITAS, 1996; NAGANO et al, 2002;
MOLCHANOVA et al., 2010).

A cromatografia de troca idnica € uma técnica bastante utilizada devido a sua eficiéncia
no isolamento de lectinas, em especial de algas marinhas. Ela ¢ aplicada nas etapas iniciais de
purificacdo e se tratando de algas vermelhas ¢ benéfica na retirada de pigmentos (SINGH;
WALIA, 2018). Algumas espécies como Amansia multifida, Caulerpa cupressoides,
Meristiella echinocarpa e Gracilaria canaliculata sdo exemplos de algas marinhas vermelhas
que tiveram a cromatografia de troca ionica nos processos de purificacdo de suas respectivas
lectinas (MESQUITA et al., 2021; DE QUEIROZ et al., 2016; CHAVES et al., 2018;
TRANG, 2021). A lectina SfL, da alga Solieria filiformis, foi purificada da mesma forma que
BTL e BSL, através de precipitagdo com sulfato de amonio e por cromatografia de troca
ionica, a DEAE-Sephacel (CHAVES et al., 2017).

BTL e BSL foram testadas contra eritrocitos de coelhos, apresentando atividade

hemaglutinante contra estes. Esses resultados estdo de acordo com os ja realizados por Ainouz
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et al, (1995), onde a lectina de B. seaforthii exibiu hemaglutinacdo contra eritrocitos de
coelho, galinha e vaca tratados com tripsina, e a lectina de B. triguetrum aglutinou eritrocitos
de coelho, galinha, cabra, porco e humano ABO, também tratados com tripsina.

A maioria das lectinas de algas vermelhas aglutinam preferencialmente eritrécitos de
coelho e ovelha (SINGH; WALIA, 2018). A lectina da alga Acrocystis nana se mostrou capaz
de aglutinar eritrocitos de coelho tratados com tripsina, assim como das algas Kappaphycus
alvarezii e Solieria filiformis, mostrando similaridade com os resultados de BTL e BSL

(ANAM et al., 2017; HIRAYAMA et al., 2016; CHAVES et al., 2018).
4.2 Avalia¢ao da pureza das lectinas

As lectinas purificadas foram submetidas a SDS-PAGE, para se realizar um
comparativo com as massas ja observadas anteriormente com as mesmas lectinas, onde foi
analisado o peso molecular em condi¢des ndo redutoras e a pureza das mesmas, obtendo-se
como resultado uma banda larga com uma massa estimada semelhante para BTL e BSL,
estando de acordo com o observado em estudos anteriores (NASCIMENTO-NETO et al.,

2012; CALVETE et al., 2000) (FIGURA 2).

Figura 2 — SDS-PAGE da purificacdo da BTL e BSL.
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Fonte: Autor. M: marcador molecular (HSA — 66 kDa; rSfL. — 30 kDa; CCL - 15kDa). 1: 1 pL. de BTL (1
mg/50 pL). 2: 1 pL de BSL (1 mg/50 pL). 3: 5 uL de BTL (1 mg/50 pL). 4: 5 pL de BSL (1 mg/50 uL).
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Nascimento-Neto e colaboradores (2012), ao analisarem as caracteristicas das isoformas
da lectina da alga B. seaforthii por eletroforese, obtiveram uma banda larga, com peso
estimado em 9 kDa.

Para BTL, Fontenelle e colaboradores (2018) observaram a massa molecular da lectina
em SDS-PAGE, resultando em um peso de 9 kDa. Calvete e colaboradores (2000), também
observaram esta lectina com uma banda larga ¢ massa molecular de 6-8 kDa, corroborando

com o resultado obtido neste estudo.

4.3 Dicroismo circular de BTL e BSL

Para a determinacdo da estrutura secunddria de proteinas ¢ comum a utilizacdo da
técnica de Dicroismo Circular (DC), que serve para examinar a estrutura e estabilidade das
proteinas em solucdo, sendo medido como uma fungdo do comprimento de onda. Nesta
técnica ocorre a absor¢do diferenciada da luz, circularmente polarizada a direita e a esquerda,
obtendo-se assim, a composi¢do estrutural da proteina quanto a quantidade de o-hélice,
folhas-p e outros. Além disso, com a utilizagdo desta técnica, € possivel se obter a impressao
digital da estrutura terciaria, a integridade dos sitio de ligagdo do cofator, alteragdes
conformacionais causadas pela ligagdo, dobramento de proteinas e conclusdes sobre as
caracteristicas gerais da estrutura de proteinas (SHARON et al., 2005).

O Dicroismo mostra ser muito versatil, pois hd uma variedade de condigdes
experimentais que podem ser analisadas nas proteinas, como a variagdo no pH, na
temperatura, no excesso de ligantes e etc (SHARON et al., 2005).

Os espectros de DC das lectinas analisadas exibiram absor¢ao maxima em torno de 190
nm e 194 nm, e uma absor¢do minima de 212 nm e 218 nm para BTL e BSL, respectivamente
(FIGURA 3). Ambas apresentaram similaridade nas suas absor¢des. Em estudos anteriores, a
proteina BTL ja tinha se mostrado com uma emissdao maxima de 190 nm, coincidindo com

esta analisada (FONTENELLE et al., 2018).
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Figura 3 — Espectros de dicroismo circular da BTL e BSL.
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Fonte: Autor. Espectros de dicroismo circular em UV distante (190-250 nm). A: BTL e B: BSL.

Quando observado as absor¢des maximas e minimas de lectinas de algas vermelhas
nota-se bastante semelhanga. A Solieria filiformis apresentou uma absor¢do maxima igual a
BTL, de 190 nm, e a Meristiella echinocarpa de 193 nm, bem préximo do obtido pela BSL
que foi de 194 nm (CHAVES, 2018). A Amansia multifida apresentou uma absor¢cado maxima
e minima de 195 e 216 nm, respectivamente, se assemelhando aos resultados obtidos neste
estudo (MESQUITA et al., 2021).

A andlise da estrutura secundaria para a proteina da B. triguetrum, por meio do
dicroismo circular, mostrou uma composi¢ao de 10% para a-hélice, 56% para folhas-B e 34%
de estruturas randomicas, ou desordenadas. J4 para a lectina da B. seaforthii, a sua
composicdo foi de 5% para o-hélice, 51% de folhas-B e 44% de estruturas randdmicas.
Ambas apresentaram resultados semelhantes, com uma predominancia de folhas-f e baixa
composi¢do para a-hélice.

Fontenelle et al., (2018), mostraram resultados parecidos para a BTL, com uma
composi¢do de 3% de a-hélice, 59% de folhas-f e 37% de estruturas ndo ordenadas,
revelando também uma maior composi¢ao por estruturas folhas-3.

A andlise das estruturas secundarias, por dicroismo, de lectinas de algas marinhas
vermelhas resultaram em porcentagens de conformagdes semelhantes. A lectina da alga
Solieria filiformis mostrou um perfil caracteristico de folhas-f3 quando analisada (ABREU et
al., 2022). Chaves e colaboradores, em 2018, mostraram que a lectina da Meristiella
echinocarpa é composta por 3% de a-hélice, 59% de folhas-f3 e 38% de regides desordenadas.
Para a lectina da alga vermelha Amansia multifida, sua conformacdo foi predominante de
folhas-B, com 64%, seguida por 32% de estruturas randomicas e apenas 4% de a-hélice

(MESQUITA et al., 2021).
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Na avaliacdo para estabilidade térmica, BTL ndo apresentou alteragdo acentuada na
forma da curva do espectro quando incubada a uma temperatura de 95 °C, presumindo possuir
uma alta estabilidade (FIGURA 4). A prova disso foi sua desnaturacdo, que so ocorreu a partir
de 74.4 °C, onde 50% das suas moléculas desnaturaram (FIGURA 5).

Quando avaliada para BSL, a lectina apresentou uma conformag¢do um pouco diferente
quando a 95 °C, apesar de seguir a mesma forma da curva (FIGURA 4). Essa diferenca com a
proteina da B. friquetrum ficou mais evidente quando analisado sua temperatura de melting,
onde metade dela passou para o estdgio ndo dobrado a 66 °C, apresentando uma menor

estabilidade térmica (FIGURA 5).

Figura 4 — Avaliagdo do efeito de temperatura sobre as estruturas secundarias da BTL e

BSL.
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Fonte: Autor. Espectros de dicroismo circular na temperatura da forma nativa e na temperatura de 95 °C.

A: BTL e B: BSL.
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Figura 5 — Avalia¢ao da Temperatura de Melting (Tm) de BTL e BSL.
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Fonte: Autor. Curva de regressdao da Tm de BTL e BSL em diferentes temperaturas. A: BTL e B: BSL.

Os resultados coletados através da técnica de Dicroismo circular foram reunidos em

apresentados na tabela abaixo:

Tabela 1 — Resultados oriundos do Dicroismo Circular (DC).

Conformacio estrutural
Lectinas Ab§orgﬁo Ab,so.rgﬁo a-hélice | folhas-p | Estruturas Tempera.tura
maxima minima randémicas de melting
BTL 190 nm 212 nm 10% 56% 34% 74.4 °C
BSL 194 nm 218 nm 5% 51% 44% 66 °C

Fonte: Autor.

A Temperatura de melting (Tm) ¢ considerada como a quantidade de calor onde ao
menos 50% da estrutura da proteina passa do estdgio dobrado para o ndo dobrado. Quando
uma estrutura estd parcialmente desnaturada ela pode apresentar perda significativa das
fungdes relacionadas a suas interagdes (GREENFIELD, 2007; RANJBAR; GILL, 2009).

Algumas lectinas de algas marinhas vermelhas ja& estudadas e analisadas
estruturalmente, apresentam um Tm um pouco abaixo do que o encontrado neste trabalho. A
AmL, da Amansia multifida, revelou uma temperatura de melting estimada em 42 °C, ¢ a
MeL, da alga Meristella echinocarpa, apresentou um Tm de 54 e 61 °C, na auséncia e
presenca de manana, respectivamente (MESQUITA et al., 2021; CHAVES et al., 2018).
Abreu e colaboradores (2022), analisaram que a estrutura da lectina da alga Solieria filiformis,
até¢ 45 °C nio alterava sua curva do espectro, mas a partir de 50 °C ocorria a desnaturacio de

50% das suas moléculas.



35

A avaliagdo da estabilidade térmica da BTL, feita por Fontenelle e colaboradores
(2018), foi realizada por fluorescéncia em temperaturas de 25 a 75 °C. Em seus resultados a
lectina manteve sua estrutura estavel, sem alterar seus picos maximos, mostrando possuir uma
alta estabilidade, atribuida, provavelmente, pela presenca de duas pontes dissulfeto
intracadeia. Esse resultado corrobora com o obtido neste estudo para a lectina da alga
Bryothamnion triquetrum em relagdo a sua estabilidade térmica.

Apesar da ndo existéncia de outros estudos da BSL relacionados ao dicroismo circular e
sua estabilidade térmica estrutural, sabe-se que esta lectina apresenta em sua estrutura quatro
cisteinas, formando duas pontes dissulfeto intracadeia, sendo este também o provavel motivo
da sua alta termoestabilidade (NASCIMENTO-NETO et al., 2012).

Com isto, nota-se através dos resultados uma diferenga de estabilidade térmica para
ambas as lectinas, com diferenca de aproximadamente 9 °C para seus Tm, no qual pode ser
aferida devido suas disposi¢des de pontes dissulfeto pelas cisteinas (Cys), apresentando nas
suas sequéncias pontes entre Cys® — Cys'? e Cys*® — Cys” para BTL e Cys’ — Cys® e Cys'? —
Cys” para BSL (NASCIMENTO-NETO et al., 2012; CALVETE et al., 2000).

4.4 Teste de inibicao da atividade hemaglutinante com as duas lectinas

A atividade hemaglutinante, tanto da BSL quanto da BTL, foi inibida por mucina

maxilar bovina e tireoglobulina (TABELA 2).

Tabela 2 — Inibigdo da atividade hemaglutinante.

Compostos CMI (BTL) CMI (BSL)
Mucina de estomago de porco II X X
Mucina de estomago de porco III X X
Fetuina X X
Manana de levedura X X
Mucina maxilar bovina 1 mg.mL" 0,125 mg.mL"
Transferina humana X X
Asialufetuina X X
Tireoglobulina 1 mg.mL" 0,5 mg.mL"
LPS 0111:B4 de E. coli X X
Acido lipotecoico de S. aureus X X

Fonte: Autor. CMI: Concentracdo minima inibitéria. X: Nao ocorreu inibi¢do na concentra¢do de 1

mg.mL™".
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O teste foi realizado utilizando apenas glicoproteinas, pois quando testado
anteriormente com agucares simples (ribose, galactose, frutose e outros) notou-se a nao
inibicdo dos mesmos, ocorrendo apenas para glicoproteinas mucina, fetuina e avidina
(AINOUZ et al., 1995).

Com resultados semelhante, Nascimento-Neto et al., (2012), realizaram o teste de
inibicdo da atividade hemaglutinante com a lectina da B. seaforthii, observando a ocorréncia
de inibicdo com as glicoproteinas mucina suina, fetuina e avidina. J4 para BTL, a proteina
mostrou especificidade para mucina gastrica suina e para a mucina submaxilar bovina, assim
como neste estudo (PINTO et al., 2009).

A mucina submaxilar bovina ¢ uma glicoproteina que possui uma estrutura menos
ramificada quando comparada com mucinas humanas e € rica em carboidratos, podendo ser
utilizada em diversas aplicagdes devido sua alta viscosidade e biocompatibilidade. Apesar de
ser abundante em O-glicanos, estudos ja identificaram a presenca de N-glicanos do tipo
complexo e alta manose na sua composi¢do, sendo eles sulfatados e fucosilados no nticleo
(KIM et al., 2019).

A glicoproteina tireoglobulina ¢ produzida pelas células foliculares de tireoide, sendo a
principal proteina precursora dos hormonios tiroxina (T4) e triiodotironina (T3). Esta
glicoproteina possui dois tipos de cadeias, oligomanose e N-acetilactosamina, sendo que esta
ultima os principais N-glicanos sdo estruturas biantenarias al-6 fucosiladas (STEURER et
al., 2021; NAGANO et al., 2005).

No processo de N-glicosilagdao, um residuo de GIcNAc (N-acetilglicosamina) se liga a
um residuo de Asn (asparagina) por meio de uma ligagdo amida. A Asn presente nessa ligagao
¢ pertencente a sequéncia Asn-AA-Ser/Thr (Serina/Treonina), onde o AA ¢ qualquer
aminoacido, exceto a prolina. Os N-glicanos sdo formados por uma estrutura pentassacaridica
(com dois residuos de GIcNAc e trés de manose) chamado de nucleo. Este nucleo ¢ entdao
usado como substrato para a diversificagio dos N-glicanos no complexo de Golgi
(SCHMALTZ et al., 2011; MOLINARI, 2007).

A fucosilacdo, que ¢ uma das modificacdes mais comum de oligossacarideos em
glicoproteinas e glicolipideos, refere-se a ligacdo de um residuo de fucose a um N-glicano, O-
glicano ou glicolipideo, podendo ser dividido entre diferentes tipos como, al-2, al-3, al-4 e
al-6. A fucose ¢ um monossacarideo, encontrado em glicoproteinas e glicolipideos,

amplamente presentes na superficie celular. Normalmente se ligam as cadeias dos agucares e
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possuem importancia nos processos biologicos (VARKI et al., 2009; DO NASCIMENTO,
2014).

Em 2014, Do Nascimento e colaboradores, ao estudar as interagdes da BTL através da
técnica de glycan array, mostraram que a lectina possui especificidade restrita por N-glicanos
complexos com o nucleo de fucosilagdo (al-6). Esse resultado consolida o observado nesse
estudo, onde tanto a mucina submaxilar bovina quanto a tireoglobulina apresentam N-
glicanos fucosilados.

Essa caracteristica ndo se mantém apenas para BTL, pois quando analisado a lectina da
alga vermelha Hypnea japonica, viu-se também esta especificidade restrita para N-glicanos
fucosilados do nucleo (a1-6), além de apresentarem uma sequéncia primaria bem semelhante
da observada em BTL (OKUYAMA et al., 2009).

Como a lectina da BSL apresentou inibi¢do para as mesmas glicoproteinas que a BTL, ¢
plausivel supor que esta também possua uma especificidade a N-glicanos complexos com o
nucleo fucosilado, tendo em vista que a sua concentragdo minima inibitéria foi menor que a

da BTL, que comprovadamente possui essa especificidade.

4.5 Modelagem das estruturas tridimensionais das proteinas

4.5.1 Analise do dominio de reconhecimento a carboidratos

Ambas as lectinas apresentaram, através da ferramenta online SMART, uma arquitetura
de dominio do tipo CBD I, localizada entre as posi¢des A'® e C*°, com diferenca no E-value,
que foi de 2021,79 para BTL e 854,78 para BSL. Quanto mais préximo de zero for o E-value
mais confidvel serd o alinhamento, pois este valor ¢ um parametro estatistico de confianca do
proprio alinhamento (LETUNIC; KHEDKAR; BORK, 2021).

Estruturalmente, o CBD _II (Dominio de ligacdo a carboidratos tipo 2) consiste em um
dominio catalitico e uma regido conservada de aproximadamente 100 aminoacidos, possuindo
como fungdo ligagdo de carboidratos e atividade de hidrolase (MEINKE et al., 1991).

Ja foi relatado que algumas proteinas vegetais apresentam um dominio de ligagdo a
carboidratos ¢ um dominio catalitico em suas estruturas, como as quimerolectinas que além
do dominio lectinico apresentam um dominio ndo relacionado que possui uma atividade
catalitica bem definida que atua independente do dominio de ligacdo a carboidratos

(PEUMAS; DAMME, 1995).
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4.5.2 Predicdo estrutural

A predicao estrutural, obtida através do programa C-I-TASSER, mostrou resultados
semelhantes paras as duas proteinas. Em BTL, o programa utilizou como femplate uma
estrutura cristalina do sistema imune do homem (complemento C5), cujo codigo de acesso é
70P0, sendo esta a que possui maior similaridade com a lectina, e apresentou um C-score de
-2,58, TM-score de 0,42 e RMSD de 9,3 (FIGURA 6A). J4 em BSL, o template utilizado de
maior similaridade foi uma proteina de membrana da bactéria Helicobacter hepaticus (c6digo
de acesso: 7S9Y), apresentando C-score de -2,35, TM-score de 0,44 ¢ RMSD de 8,8
(FIGURA 6B) (ZHENG et al., 2021).

Figura 6 — Estrutura tridimensional predita da BTL e BSL.

Fonte: ZHENG et al, (2021). Estrutura tridimensional predita das lectinas BTL (A) e BSL (B),
apresentando 4 folhas B (B-1; B-2; B-3 e p-4), numeradas em ordem. N: N-terminal (inicio da sequéncia). C: C-

terminal (final da sequéncia).

As pontuacdes obtidas através do programa C-I-TASSER referentes a confianca e

similaridade estdo dispostos na TABELA 3.

Tabela 3 — Resultados obtidos pelo programa C-I-TASSER.

Lectinas C-score TM-score RMSD
BTL -2,58 0,42 9,3
BSL -2,35 0,44 8,8

Fonte: Autor. Valores resultantes referentes a confianca e similaridade das estruturas de BTL e BSL.



39

A estrutura das duas lectinas apresentaram em suas conformagdes quatro folhas-3,
corroborando com o que foi observado na analise de dicroismo circular, onde se obteve uma
maior predominancia de folhas-f e baixas concentracdes de a-hélice.

A confianca do modelo prevista pelo servidor é quantificado pelo C-score, que ¢
calculado com base na significancia de alinhamento, na taxa de satisfagdo do mapa de contato
e na convergéncia de simulacdes. Quanto mais alto este valor, maior a confianga do modelo,
sendo geralmente compreendido na faixa de -5 a 2. O TM-score e o0 RMSD sdo padroes
usados para medir a similaridade estrutural, estimados com base no C-score e no
comprimento da proteina, onde o TM-score varia de 0 a 1, sendo quanto mais alto melhor, € o
RMSD varia de 0 a 30 A, apresentando melhor resultado quando mais préximo de 0. Assim,
erros de modelagem local podem resultar em um alto valor de RMSD, isso porque este
parametro mede as distancias de todos os pares de residuos com um peso igual (YANG;
ZANG, 2015; ZHENG et al., 2021; ZHANG, 2008).

Com os resultados obtidos para ambas as proteinas, nota-se que elas apresentaram
similaridades em suas estruturas. Semelhangas nos valores de C-score, TM-score ¢ RMSD
foram observadas, estando este ultimo pardmetro mais proximo do limite minimo do que do
maximo, sendo assim o melhor resultado analisado.

Para obter um comparativo mais completo para as duas estruturas geradas, seria
necessario realizar um alinhamento dos carbonos a, pois através desse procedimento pode-se
determinar a similaridade estrutural delas (DELANO, 2002). Além disso, a analise das
disposi¢oes das pontes dissulfeto para ambas as lectinas também pode estar relacionado as
respostas de suas estruturas, tendo em vista que estas pontes estdo localizadas em regides
diferentes para BTL e BSL.

Poucos sdo os estudos referente a predi¢do estrutural de lectinas de algas marinha.
Todavia, alguns ja realizados, como no caso da CiL-1, da alga Codium isthmocladum,
mostrou que sua estrutura ¢ composta por quatro folhas-f3 de duas fitas dispostas em forma de
barril, e SfL (Solieria filiformis), que ¢ formada por dois B-barris. Apesar de conformagdes
distintas quando comparadas com BTL e BSL, eles apresentam uma semelhanga, que ¢ a
predominancia por folhas-B em suas estruturas (CARNEIRO et al., 2020; CHAVES et al.,
2017).

Através do servidor C-I-TASSER, observou-se que a BTL pode esta localizada em
varios locais no compartimento celular, como na parte da célula com C-score“ de 1,00 com
alta confianca, no citoplasma com C-score“ de 0,83 e na parte citoplasmatica com C-score“

de 0,50 (FIGURA 7). Para a BSL o programa também mostrou sua localizagdo em varias
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partes no compartimento celular, com maior confianga na parte celular com C-score“ de 0,73

e na parte intracelular com C-score“® de 0,55 (FIGURA 8).

Figura 7 — Localizacdo da BTL no compartimento celular.
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Fonte: ZHENG et al, (2021). As cores representam os termos previstos com seguranca. Termos

vermelhos: C-score® de 0,9-1,0; Termos laranjas: C-score“ de 0,8-0,9; Termos roxos: C-score“® de 0,4-0,5.

Figura 8 — Localizacdo da BSL no compartimento celular.
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C-score®® de 0,7-0,8; Termos azuis: C-score® de 0,5-0,6.
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O C-score“® é uma pontuagio de confianca dos termos previstos. Ele varia de 0 a 1,
onde quanto mais proximo de 1 mais cofiavel ¢ a previsao da localizacdo, e no grafico pode
ser diferenciado nas cores vermelho (C-score® entre 0,9 a 1,0), laranja (C-score“ entre 0,8 a
0,9), amarelo (C-score®® entre 0,7 a 0,8), verde (C-score®® entre 0,6 a 0,7), azul (C-score®®
entre 0,5 a 0,6) e roxo (C-score® entre 0,4 a 0,5) (ZHENG et al., 2021).

Os quadros em vermelho e laranja indicam que a proteina esta presente em qualquer
parte constituinte de uma célula, exceto a membrana plasmatica. O termo em amarelo informa
a localizacdo em qualquer parte constituinte da regido extracelular (qualquer parte fora da
célula ocupada por fluido, incluindo aqueles que sdo secretados de uma célula para o sangue
ou fluido), fora da membrana plasmatica. J& os que estdo em azul e roxo indicam a
localizagdo em uma estrutura organizada com uma funcdo e morfologia distinta, demarcada
por uma membrana, exceto a membrana plasmatica, podendo ser na mitocondria, no nucleo
ou em outras organelas (ZHENG et al., 2021).

Uma vez estando presente em varias regides celulares, estudos realizados por Miguel e
colaboradores (2014) demonstraram que as proteinas oriundas de algas marinhas vermelhas
Hypnea cervicornis (HCL) e Hypnea musciformis (HML), estio em maior concentragdo na
parede celular e no citoplasma, estando ausentes nos vacuolos, desempenhando assim, papéis
fisiologicos importantes. Deste modo, nota-se que BTL e BSL, por estarem presentes nestes

locais, possivelmente podem apresentar grande importancia fisioldgica.

4.6 Aglutinacio de bactérias

Os ensaios de aglutinacdo bacteriana mostraram que ambas as lectinas, BTL e BSL,
foram capazes de aglutinar células das cepas S. aureus 25, S. epidermidis 12 e S. epidermidis
35 (FIGURA 9 e 10), ndo sendo capazes de aglutinar as demais cepas E. coli 11, S. aureus 70

e P. aeruginosa 27, tanto nas concentra¢des de 1 mg.mL"' quanto nas de 0,1 mg.mL".
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Figura 9 — Teste de aglutinagdo da BTL contra as cepas bacterianas.

Fonte: Autor. A: Controle da S. aureus 25. B: S. aureus 25 com BTL em 1 mg.mL". C: S. aureus 25 com
BTL em 0,1 mg.mL"'. D: Controle da S. epidermidis 12. E: S. epidermidis 12 com BTL em 1 mg.mL". F: S.
epidermidis 12 com BTL em 0,1 mg.mL". G: Controle da S. epidermidis 35. H: S. epidermidis 35 com BTL em 1
mg.mL™". I: S. epidermidis 35 com BTL em 0,1 mg.mL"".

Figura 10 — Teste de aglutinacdo da BSL contra as cepas bacterianas.

Fonte: Autor. A: Controle da S. aureus 25. B: S. aureus 25 com BSL em 1 mg.mL". C: S. aureus 25 com
BSL em 0,1 mg.mL". D: Controle da S. epidermidis 12. E: S. epidermidis 12 com BSL em 1 mg.mL". F: S.
epidermidis 12 com BSL em 0,1 mg.mL". G: Controle da S. epidermidis 35. H: S. epidermidis 35 com BSL em 1
mg.mL™". I: S. epidermidis 35 com BSL em 0,1 mg.mL".
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Através dos resultados, percebe-se a preferéncia das lectinas pelas bactérias Gram-
positivas, tendo em vista que nao ocorreu aglutinacao com cepas Gram-negativas E. coli 11 e
P. aeruginosa 27.

Algumas lectinas advindas de algas marinhas vermelhas também j& mostraram possuir
capacidade de aglutinar bactérias. MeL, proteina da Meristiella echinocarpa, aglutinou cepas
de Salmonella multirresistente e Vibrio alginolyticus, em uma concentra¢do de 100 pg.mL™,
diferentemente de SfL, da Solieria filiformis, que aglutinou E. coli e S. aureus, mesmo ambas
apresentando igual afinidade por carboidratos e pertencendo a mesma familia de lectinas.

Em algas verdes a lectina CiL-3, oriunda da Codium isthmocladum, demonstrou a
capacidade de aglutinar células das cepas S.aureus, e S.epidermidis, e a BHL aglutinou E. coli
JM 109 a 500 pg.mL", lectina esta da alga Bryopsis hypnoides (SABOYA, 2016; NIU et al.,
2009).

Em 2013, Vasconcelos realizou um estudo sobre o efeito de algumas lectinas, dentre
elas a da alga Bryothamnion seaforthii (BSL), contra o crescimento planctonico e formacao
de biofilme em bactérias e fungos, no qual obteve como resultado apenas uma fraca inibi¢ao
no crescimento em S. aureus JKD 6008, S. epidermidis CECT 231, (bactérias Gram-positivas)
e P. aeruginosa ATCC 10145 (bactéria Gram-negativa).

Em estudos anteriores com BTL, mostrou-se que ela possui a capacidade de inibir 98%
do crescimento da bactéria Gram-positiva Clavibacter michiganensis subs. Michiganensis
(CMM) e apenas 9,8% do crescimento da Gram-negativa Xanthomonas axonopodis pv
passiflorae (XAP), corroborando com os resultados obtidos neste trabalho em relacdo a
afinidade por bactérias Gram-positivas (OLIVEIRA et al., 2008).

BSL e BTL também foram capazes de inibir significativamente a formagao de biofilmes
de cinco diferentes espécies de estreptococos (género de bactérias Gram-positivas), que € a
principal responsavel pelo desenvolvimento de cérie dentaria (TEIXEIRA et al., 2007).

Sabe-se que atividade antimicrobiana de lectinas sobre bactérias se da através da
interacdo delas com os componentes presentes na parede celular bacteriana, dentre eles os
peptideoglicanos, lipopolissacarideos e acidos teicdico (PAIVA et al., 2010), interagdo esta
que também ocorre nos processos de atividades de aglutinacao.

Tanto bactérias Gram-positivas quanto as Gram-negativas apresentam semelhanca nas
suas paredes celulares, denominada peptideoglicana, sendo um dissacarideo repetitivo
(composto por monossacarideos) unidos por polipepitideos. A diferenga entre os dois grupos
ocorre na quantidade de camadas de peptideoglicanos, que nas Gram-positivas ¢ maior € mais

rigida, e na presenca de acidos teicoico e lipopolissacarideos (LPS) que sdo caracteristicas das
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Gram-positivas e das Gram-negativas, respectivamente (MADIGAN et al., 2004; TORTORA;
FUNKE; CASE, 2005).

Como foi visto, as lectinas de BTL e BSL apresentaram uma maior afinidade pelas
bactérias Gram-positivas. Apesar da presenca de acido teicdico em bactérias Gram-positivas e
do LPS nas Gram-negativas ser uma das poucas caracteristicas que as diferenciam, sabe-se
que assim como outras estruturas da parede celular, estas também possuem significativas
diferencas estruturais, dependendo da espécie bacteriana, mesmo apresentando similaridades
em caracteristicas quimicas (BENEDETTI, 2020; SHIRAISHI et al., 2016). Devido a isto,
pode-se aferir que o 4acido teicdico utilizado para o teste de inibicdo da atividade
hemaglutinante pode apresentar algumas diferengas do encontrado nas cepas bacterianas
testadas. Isso € pressuposto pelo fato da existéncia das diferencas estruturais apresentadas
para diferentes 4cidos teicoico, ndo sendo necessariamente o mesmo em cada bactéria.

Mesmo notando-se a preferéncia das lectinas pelas bactérias Gram-positivas, a
aglutinagdo ndo foi observada na cepa S. aureus 70, pertencente a este grupo de bactérias.
Com isto, pode-se pressupor que a interacdo das proteinas pode estar ocorrendo com algum
componente presente na membrana das trés bactérias aglutinadas, S. aureus 25, S. epidermidis
12 e 35, e que ndo se encontra na S. aureus 70. Essa diferenciacdo pode ocorrer pois, apesar
de todas se caracterizarem como Gram-positivas, sao cepas diferentes, e, consequentemente,
podem apresentar caracteristicas distintas quanto sua morfologia, propriedades bioquimicas e
outros, mesmo sendo de espécies iguais, como ocorreu para S. aureus 70 ¢ 25 (MARQUES
RIBEIRO et al., 2012).

Deste modo, a realizagdo da atividade aglutinante ¢ muito importante pois, analisando a
afinidade de lectinas por determinadas bactérias, pode-se utilizar para projetos de
biodispositivos ou em aplicagdes envolvendo a captura bacteriana (GASMI; FERRE;
HERRERO, 2017). Além disso, pode contribuir para a eliminacdo de bactérias infecciosa e na
identificacao de culturas bacterianas (TORRENT et al., 2012; JEMILOHUN; ADEYANJU;
BELLO, 2017).
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5. CONCLUSAO

As lectinas de Bryothamnion triquetrum e B. seaforthii isoladas no presente trabalho, e
utilizadas para a realizacdo dos estudos de inibicdo, determinagdo estrutural e aglutinacao
bacteriana, apresentaram as mesmas caracteristicas encontradas em trabalhos previamente
publicados. Nossos resultados demonstraram para BTL e BST, uma predominancia de folhas-
B nas suas composigdes, alta termoestabilidade e uma grande similaridade em suas estruturas.
Sabe-se que sdo poucas as lectinas de algas marinhas que possuem suas estruturas
determinadas, e por esse motivo percebe-se a relevancia deste trabalho para melhor
compreender essas proteinas, mesmo se tratando de uma predigcdo estrutural. Além disso,
mostraram potencial biotecnologico através da sua capacidade de aglutinar células
bactérianas, preferencialmente por bactérias Gram-positivas. Deste modo, avaliando as
semelhancas existentes para as duas lectinas analisadas, ¢ possivel concluir que ambas
compartilham de varias caracteristicas em comum, com composi¢do, especificidade e
estrutura semelhantes, atribuida possivelmente ao fato de serem lectinas oriundas do mesmo
género, Bryothamnion, e coletadas na mesma regido da costa brasileira. Contudo, novos
estudos sdo necessarios para se obter uma compreensdo mais completa dessas lectinas tao

promissoras.
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