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RESUMO

O potencial biotecnoldgico dos organismos marinhos é conhecido desde muitos séculos atras,
e com o decorrer dos anos, varios compostos biologicamente ativos passaram a ser isolados
deles. Dentre esses compostos, estdo as lectinas, que sdo proteinas com capacidade de
reconhecer e se ligar de forma especifica e reversivel a carboidratos, e que possuem Vvarias
aplicacdes bioldgicas como atividade antimicrobiana e inibicdo da formacdo do biofilme
bacteriano. Os biofilmes sdo capazes de proporcionar um ambiente “seguro” para os patdgenos
de peixes e camar@es persistirem nos sistemas de aquicultura e, além disso, nesses biofilmes
pode haver a presenca de patégenos humanos, gerando um potencial risco a saude publica.
Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi fazer uma varredura de potenciais atividades
bioldgicas de lectinas isoladas de organismos marinhos contra microrganismos plancténicos e
biofilme bacteriano. Foram utilizadas seis lectinas, sendo quatro de algas vermelhas — AML,
BTL, BSL, SFL e duas de esponjas AFL e ALL. E essas lectinas foram testadas frente a sete
cepas bacterianas sendo duas de referéncia ATCC (American Type Culture Collection):
Escherichia coli e Sthaphylococcus aureus e cinco pertencentes ao acervo da colecdo de
culturas microbianas Profa. Regine Vieira (CMRV): Streptococcus mutans, Samonella ser.
Brandeirup Lamap 18, Pseudomonas 246B, Vibrio parahaemolyticus 53, Vibrio alginolyticus
39. Também foi usada a cepa fungica do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude
—INQS (FIOCRUZ) Candida albicans e o Aspergillus niger (CRMV). Foram realizados testes
antibacterianos de minima concentracao inibitéria (MIC) e aglutinacdo, testes antifungicos,
testes antibiofilme e letalidade contra nauplios de artemia. Como resultado constatou-se que
apenas as lectinas de esponjas AFL e ALL apresentaram resultados satisfatorios no teste de
MIC inibindo o crescimento das cepas Gram positivas, ja no teste de aglutinacdo todas as
lectinas foram capazes de aglutinar varias cepas com destaque para BTL, AFL e ALL que
aglutinaram uma maior quantidade, nos testes antifingicos houve inibi¢éo do crescimento do
Aspergillus niger pelas lectinas AML, BSL, SFL, AFL e ALL. Nos testes antibiofilme todas as
lectinas foram capazes de inibir o crescimento de biofilme de alguma cepa, com destaque para
AML que inibiu de todas as cepas. Nos ensaios de letalidade SFL foi toxica, assim deve-se ter
cuidado com a aplicacdo dessa lectina. Diante de tudo que foi encontrado podemos afirmar que
as lectinas de organismos marinhos sdo potentes ferramentas com agdo antimicrobiana e

antibiofilme que podem ser utilizadas em diversas atividades inclusive na aquicl

Palavras-chave: biofilme; lectinas; organismos marinhos.



ABSTRACT

The biotechnological potential of marine organisms has been known for many centuries, and
over the years, several biologically active compounds have been isolated from them. Among
these compounds are the lectins, which are proteins capable of recognizing and binding in a
specific and reversible way to carbohydrates, and which have several biological applications
such as antimicrobial activity and inhibition of bacterial biofilm formation. Biofilms are able to
provide a “safe” environment for fish and shrimp pathogens to persist in aquaculture systems
and, in addition, these biofilms may contain human pathogens, generating a potential risk to
public health. Thus, the objective of the present work was to scan the potential biological
activities of lectins isolated from marine organisms against planktonic microorganisms and
bacterial biofilm. Six lectins were used, four from red algae — AML, BTL, BSL, SFL and two
from AFL and ALL sponges. And these lectins were tested against seven bacterial strains, two
of which are ATCC (American Type Culture Collection) reference: Escherichia coli and
Sthaphylococcus aureus and five belonging to the collection of microbial cultures Profa. Regine
Vieira (CMRV): Streptococcus mutans, Salmonella ser. Brandeirup Lamap 18, Pseudomonas
246B, Vibrio parahaemolyticus 53, Vibrio alginolyticus 39. The fungal strain of the National
Institute for Quality Control in Health — INQS (FIOCRUZ) Candida albicans and Aspergillus
niger (CRMV) were also used. Antibacterial minimum inhibitory concentration (MIC) and
agglutination tests, antifungal tests, antibiofilm tests and lethality against artemia nauplii were
performed. As a result, it was found that only the AFL and ALL sponge lectins showed
satisfactory results in the MIC test, inhibiting the growth of Gram positive strains, while in the
agglutination test all lectins were able to agglutinate several strains, with emphasis on BTL,
AFL and ALL that agglutinated a greater amount, in the antifungal tests there was inhibition of
the growth of Aspergillus niger by the lectins AML, BSL, SFL, AFL and ALL. In the
antibiofilm tests, all lectins were able to inhibit the growth of biofilm of some strain, with
emphasis on AML, which inhibited all strains. In lethality trials SFL was toxic, so care must be
taken with the application of this lectin. In view of all that was found, we can say that lectins
from marine organisms are powerful tools with antimicrobial and antibiofilm action that can be

used in various activities, including aquaculture.

Keywords: biofilm; lectins; marine organisms.
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1. INTRODUCAO

O potencial biotecnolégico dos organismos marinhos € conhecido desde muitos
séculos atras, onde muitos deles eram utilizados no tratamento de diversas enfermidades, mas
de forma empirica, e com o decorrer dos anos, varios compostos biologicamente ativos
passaram a ser isolados desses organismos (JASPARS et al., 2016). Dentre esses compostos,
as lectinas, que sdo proteinas com capacidade de reconhecer e se ligar de forma especifica e
reversivel a carboidratos, tém se destacado em varias aplicac6es bioldgicas, dentre elas estdo
atividade antimicrobiana e inibig&o da formagé&o do biofilme bacteriano (OGAWA et al., 2011).
Podem mediar a identificacdo de microrganismos através da interacdo com carboidratos
complexos em superficies microbianas promovendo comunicacdes hospedeiro-patdgeno,
ativacdo de defesa imunoldgica e sinalizacao célula-célula (PROCOPIO et al., 2017).

Encontrar compostos que apresentem potencial antimicrobiano tém sido de extrema
importancia, visto que os microrganismos estéo ficando cada vez mais resistentes aos farmacos
existentes no mercado. Dessa forma, as lectinas surgem como uma op¢éo viavel e eficaz de
antimicrobianos e os mecanismos envolvidos nessa atividade incluem a capacidade de
formagdo de poros, seguida de alteragdes na permeabilidade celular e, posteriormente,
interacdes com os componentes da parede celular bacteriana (COELHO et al., 2018). Especula-
se gue a atividade antifingica desempenhada pelas lectinas esteja associada a propriedade de
ligacdo a quitina, visto que essa ligacdo pode ocasionar desintegracdo da parede celular do
fungo ou na parada da sintese de uma nova parede celular (COELHO et al., 2018).

Uma outra importante atividade das lectinas é o potencial antibiofilme sendo
bastante relevante, principalmente nos dias de hoje, visto que a maioria das infecbes
microbianas estdo associadas a formacdo do biofilme (MISHRA et al., 2023). Quando as
bactérias estdo nessa estrutura, ficam mais resistentes a agdo de substancias antibioticas do que
os microrganismos na forma plancténica (livres), tornando dificil e limitado os tratamentos
terapéuticos contra essas infecgdes (SINGH; KULKARNI, 2022; VASCONCELOS et al.,
2014). Biofilmes sdo comunidades sésseis microbianas caracterizados por células ligadas a
superficies bioticas ou abidticas, que estdo embebidas em uma matriz composta por substancias
poliméricas extracelulares (EPS) autoproduzidas, como polissacarideos, DNAs extracelulares
(eDNAS) e proteinas (KIM; LEE, 2016). Quando ha a formac&o do biofilme, a agregacdo densa
das células e a matriz exopolissacaridica (EPS) fornecem resisténcia e protecdo fisica,
aprimorando a troca genetica, concentrando os sinais de deteccdo do quorum sensing (QS) e
dificultando a agé@o dos antimicrobianos (LI; LEE, 2017). Quorum sensing € um processo de
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comunicacdo célula a célula que permite sinalizagdo entre espécies e entre reinos que
coordenam genes de viruléncia e terapias antiguorum-sensing tém sido descritas para lectinas
animais e vegetais (COELHO, 2018).

E importante destacar que os biofilmes inicialmente foram descritos no ambiente
aquatico, sendo dessa forma, uma presenca bastante comum nos sistemas de aquicultura. S&o
capazes de proporcionar um ambiente “seguro” para os patogenos de peixes e camardes
persistirem nos sistemas de aquicultura e, além disso, nesses biofilmes pode haver também a
presenca de patdgenos humanos, gerando um potencial risco a satde publica (CAI; ARIAS,
2017; KING et al., 2004). O biofilme oferece protecdo as bactérias contra substancias biocidas
incluindo antibidticos e desinfetantes que podem ser utilizados na preparacao dos viveiros e nas
estruturas do cultivo, isso gera grande preocupacdo, pois dificilmente as bactérias patogénicas
serdo eliminadas do sistema aquicola, podendo ocasionar doencas recorrentes acarretando
diversos prejuizos ao produtor (KING et al., 2004).

E de extrema importancia a busca por alternativas que visem impedir a formagéo
de biofilme nos sistemas de aquicultura, nesse contexto as lectinas de organismos marinhos,
que ja exibiram importantes atividades bioldgicas incluindo atividade antibiofilme, podem vir
a ser uma ferramenta biotecnoldgica auxiliando na protecdo dos animais cultivados e das
pessoas que irdo consumi-los, beneficiando também o produtor, que além de alcancar sucesso
no cultivo podera fornecer um alimento de qualidade e seguro ao consumidor (KING et al.,
2004).

A producdo de animais aquaticos precisa aprimorar sua estrutura e protocolos a fim
de otimizar o combate a doencas e proteger 0s animais em cativeiro contra potenciais patégenos
no ambiente (MCKENZIE et al., 2018). Entretanto, esses objetivos tém que ser alcangados sem
colocar em risco a salde e seguranca dos consumidores. Alinhado com essas necessidades, a
busca por novas substancias ou deteccdo de bioatividades em substancias ja conhecidas sao
alternativas importantes no combate aos microrganismos patogénicos para 0s animais aquaticos
sem agregar riscos para humanos.

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi realizar uma varredura de
potenciais atividades bioldgicas de lectinas isoladas de organismos marinhos (algas e

invertebrados) contra microrganismos planctonicos e biofilme bacteriano.
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1. FUNDAMENTACAO TEORICA

1.1 Potencial biotecnolégico dos organismos marinhos

Os oceanos sdo responsaveis por cobrir cerca de 70% da superficie da terra,
abrigando uma infinidade de organismos que vao desde seres unicelulares (bactérias) até
organismos multicelulares e complexos (tubardes, peixes), compreendendo também seres
acelulares (virus) (ROMANO et al., 2017). Durante a evolugéo, 0s organismos marinhos foram
expostos a adversidades e ambientes hostis (temperatura, salinidade, luz, escassez de alimento,
pressdo) o que resultou no desenvolvimento de eficientes mecanismos de defesa contra
predadores, capacidade de localizar parceiros e suprir a concorréncia por recursos limitados,
possibilitando a sua sobrevivéncia. Assim, € possivel explicar a presenca do grande nimero de
moléculas com potencial biotecnoldgico presentes nos organismos marinhos, justificando o
aumento no interesse por estudos de prospeccao e aplicacdo dessas biomoléculas (RUOCCO et
al., 2016; JASPARS et al., 2016). E muito importante ressaltar que uma parcela significativa
da biodiversidade da Terra se encontra presente no ambiente marinho (MORA et al., 2011).
Entretanto, os cientistas s6 comecaram a investigar os oceanos na metade do século XX
(ROMANO et al., 2017).

Dessa forma, podemos afirmar que os organismos marinhos constituem uma rica e
importante fonte de compostos com potencial biotecnoldgico, e que podem pertencer as mais
diversas classes, como peptideos (DOIRON et al., 2018), nucleosideos (PROKSCH et al.,
2002), enzimas (SHARIFIAN et al., 2018), proteinas (VENKTESAN et al., 2017),
carotenoides (GALASSO; CORINADELSI; SANSONE, 2017), polissacarideos (RUOCCO et
al., 2016), sem mencionar os famosos metabolitos secundarios que tém sido bastante estudados
(GARCIA et al., 2018; MAXIMO; LOURENCO, 2018). A maioria dos compostos produzidos
por organismos marinhos ndo possuem analogos terrestres sendo Unicos em termos de estrutura
quimica e atividade biologica, 0 que torna esses produtos interessantes para o ser humano
visando suas possiveis aplicages na produgdo de medicamentos para o tratamento de diversas
doencgas (JASPARS et al., 2016).

A utilizagdo de substancias extraidas de organismos marinhos no tratamento e
prevencdo de doencas é relatado desde muitas décadas atras, onde podemos citar como
exemplo, a utilizacdo das algas vermelhas Chondrus crispus e Mastocarpus stellatus no
tratamento popular (medicina tradicional) para resfriados, dores de garganta e doengas
pulmonares como tuberculose (DIAS; URBAN; ROESSNER, 2012). Os antigos povos que
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habitavam regides costeiras, principalmente os chineses e japoneses, consumiam uma variedade
de algas ricas em iodo, que, sem duvida, foram responsaveis pela baixa incidéncia de bdcio
entre eles (THAKUR et al., 2005). As algas foram os primeiros organismos marinhos usados
no tratamento de doencas devido a facilidade de obtencdo (DIAS; URBAN; ROESSNER,
2012).

No inicio dos anos 1950, Ross Nigreli cientista no Laboratério Osborn do aquério
de Nova lorque, extraiu uma toxina dos 6érgdos do pepino do mar das Bahamas (Actinopyga
agassizi), que foi denominada de “Holothurin” e apresentou atividade antitumoral em
camundongos. Embora a “Holothurin” nunca tenha sido comercializada, esta descoberta
incentivou a prospeccdo de novas drogas oriundas do ambiente marinho (NIGRELI et al., 1967;
ROMANO et al., 2017).

Ainda na década de 50, foram descobertos dois nucleosideos (spongothymidine e
spongouridine) oriundos da esponja marinha Cryptotethya crypta (BERGMANN; FEENEY,
1950). Estes nucleosideos foram a base para a sintese de duas drogas: Ara-A e Ara-C, sendo
este 0 primeiro agente anti-cancer derivado de um composto marinho, e o Ara-A reconhecido
como uma droga antiviral (PROKSCH et al., 2002). Atualmente o Ara-C que também ¢
conhecido como citarabina é utilizado no tratamento de pacientes com leucemia (miel6ide
aguda e cronica, linfocitica aguda e promielocitica aguda) e linfoma (Hodgkin e encontrados
no revestimento do cerebro e da medula espinhal) (SCHWARTSMANN, 2000). Ara-A ou
vidarabina foi licenciado como o primeiro nucledsideo antiviral para o tratamento de infeccédo
sitémica por virus do herpes, sendo umas das primeiras drogas derivadas do ambiente marinho
aprovada pela Food and Drug Administration (FDA - EUA) (SANG VO et al., 2011). Apenas
20 anos depois, em 2007, foi aprovado outro agente anticancer de origem marinha, a
trabectedina (Yondelis), oriunda do tunicado Ecteinascidia turbinate, utilizada no tratamento
de sarcomas de tecidos e cancer de ovario (SCHOFFSKI et al., 2008).

Em 2010, um terceiro agente anticancerigeno marinho, a Eribulina, foi
desenvolvido a partir do metabolito produzido pela esponja Halichondria okadai
comercializado como Halaven (MENIS; TWELVES, 2011).

Um outro exemplo de composto oriundo do ambiente marinho e bastante
importante utilizado na industria farmacéutica é¢ o Ziconotida (Prialt®, Elan Corporation), um
peptideo descoberto no gastropode marinho Conus magus, utilizado no tratamento da dor aguda
e cronica (MENIS; TWELVES, 2011).

De acordo com o ultimo balanco realizado em 2020 foram isolados 1407 novos

produtos marinhos. Tais compostos foram obtidos de microrganismos marinhos, fitoplancton,
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algas verdes, marrons e vermelhas, esponjas, cnidarios, briozoarios, moluscos, tunicados,
equinodermos (CARROLL et al., 2022). Em 2019 foram isolados 1490 compostos e em 2018
este nimero chegou a 1554 (CARROLL et al., 2021). Apesar da quantidade de produtos
naturais marinhos ja isolados ainda ha um potencial enorme para a descoberta de novos
compostos que podem ter importantes aplica¢fes principalmente na area da saude humana e
animal.

Entretanto, mesmo com elevado nimero de compostos isolados, caracterizados e
que apresentam atividades biologicas importantes, a sua comercializacdo e utilizacdo no
desenvolvimento de farmacos ainda é pequena (CARROLL et al., 2021; JASPARS et al.,
2016). Como principais motivos para que isso ocorra estdo o tempo e o custo para que o produto
chegue ao mercado, as dificuldades encontradas na purificagdo do composto, baixo rendimento
e preocupacdo com o impacto ecoldgico na obtencdo da matéria prima (TORJESEN, 2015;
JASPARS et al., 2016). No entanto, com o passar dos anos foram desenvolvidas técnicas
capazes de fornecer caminhos biossintéticos, principalmente através da engenharia genética,
onde o gene responsavel pelo composto de interesse é transferido para uma bactéria para ser
produzido em larga escala sem causar prejuizos ao ambiente (JASPARS et al., 2016;
THISSERA et al., 2022).

Diante de tudo que foi exposto, podemos afirmar que a busca por compostos
marinhos que possuam atividade biotecnoldgica e visando sua aplicabilidade se reveste de
grande importancia, como para as ciéncias biomédicas. Nesse contexto podemos destacar as
lectinas de organismos marinhos, que tém sido largamente estudadas quanto a sua presenca,
possibilitando uma excelente fonte de biomoléculas com atividades biol6gicas relevantes ja
descritas.

1.2 Lectinas

As lectinas podem ser definidas como proteinas ou glicoproteinas de origem nao
imune que se ligam e/ou precipitam carboidratos e glicoconjugados e substancias que 0s
contenham, livres em solucdo ou na superficie celular, ndo alterando a estrutura covalente das
ligagdes glicosidicas, de forma reversivel e ndo covalente (SAMPAIO et al., 1998).

A principal caracteristica das lectinas é a sua capacidade de reconhecer e se ligar de
forma especifica a carboidratos, e tal reconhecimento pode ser tdo especifico quanto a interacdo

entre antigeno e anticorpo ou substrato e enzima (MINKO, 2004). Em geral, essas proteinas
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podem ser classificadas de acordo com a sua especificidade a carboidratos, fonte, estrutura
molecular e sequéncia de aminoacidos (CHEUNG et al., 2015).

Naturalmente, as lectinas existem como mondmeros e homo e heteroagregados (isto
é, dimeros e tetrdmeros). No entanto, eles sdo compostos principalmente de varias subunidades,
cada uma com um ou varios dominios de reconhecimento de carboidratos (CRDSs)
(MURAMOTO, 2017). S&o classificadas com base em suas sequéncias de amino&cidos,
homologia estrutural e dependéncia de cations. Por exemplo, as lectinas de organismos
marinhos sdo geralmente classificadas como lectinas do tipo C (CTLs), galectinas
(anteriormente chamadas de lectinas do tipo S), lectinas do tipo F (FTLs), lectinas do tipo X
(XTLs), lectinas do tipo I (ITL), lectinas do tipo P, pentraxinas, lectinas do tipo ricina, e lectinas
de ligacdo a manana (ELUMALAI et al., 2019; CAMMARATA et al., 2016). Além disso,
podem ser categorizadas de acordo com suas preferéncias de ligacdo ao aclcar, em lectinas de
ligacdo a ramnose (RBL), lectinas de ligacdo a fucose (FBL), lectinas de ligacdo a galactose
(GBL), lectinas especificas de GIcNAc, lectinas de ligacdo a manana (MBL), e lectinas
especificas de GaINAc (AHMMED et al., 2022).

Sdo amplamente distribuidas na natureza, estando presente em todos 0s organismos
microbianos, vegetais e animais, e podem também estar envolvidas em VAarios processos
celulares que dependem do reconhecimento especifico de carboidratos complexos (OGAWA
et al., 2011), podendo identificar os tipos de células e os estagios de desenvolvimento celular,
incluindo células-tronco embrionarias (ES) e células-tronco pluripotentes induzidas (iPS)
através de aplicac@es histoquimicas, citometria de fluxo e analise microarray (TOYODA et al.,
2010).

Estas proteinas podem ainda ser utilizadas numa variedade de estudos
biotecnoldgicos, incluindo pesquisa sobre o cancer e imunologia, devido a sua habilidade de
atuar como moléculas de reconhecimento no interior das células, superficies celulares, fluidos
fisiologicos e, principalmente, por sua capacidade de decifrar o glicocédigo (SHARON; LIS,
2004). As lectinas tém se destacado em varias aplicacdes biologicas, dentre elas estdo atividade
antimicrobiana e inibicdo da formacdo do biofilme bacteriano (MISHRA et al., 2023;
CARNEIRO et al., 2020). Pois podem mediar a identificacdo de microrganismos através da
interacdo com carboidratos complexos em superficies microbianas promovendo comunicagdes
hospedeiro-patdgeno, ativacdo de defesa imunologica e sinalizacéo célula-célula (PROCOPIO
etal., 2017).

Vale ressaltar, que as lectinas isoladas de animais podem apresentar funcOes

imunologicas e ndo imunolodgicas. Entre as fungdes imunologicas estdo: defesa, trafego e
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reconhecimento celular e modulacdo da resposta imune, e como fungdes ndo imunoldgicas
estdo: mediacdo da endocitose, interacdes célula-célula, regulacdo do crescimento celular,
trafego intracelular de glicoconjugados, limpeza de restos celulares, ligacdes extracelulares
(MELOetal., 2014; AHMMED et al., 2022). Assim, podemos observar de forma bastante clara
que as lectinas estdo envolvidas em varios processos biologicos importantes para o animal
(ALMEIDA, 2017).

Com o passar dos anos o interesse nas lectinas tém aumentado, justamente pelo fato
delas apresentarem importantes atividades bioldgicas ja conhecidas e outras ainda para serem

descobertas, incluindo a elucidagido dos mecanismos usados na sua agdo (ALMEIDA, 2017).

1.2.1 Lectinas de organismos marinhos e seu potencial biotecnoldgico

Na descoberta de compostos bioativos a partir de recursos marinhos, as lectinas sao
um dos candidatos promissores, principalmente como agentes terapéuticos. A habilidade dessas
proteinas em se ligar a carboidratos de forma especifica, possibilita 0 reconhecimento de
proteoglicanos, glicoproteinas e glicolipidios, resultando na regulacdo de vérias células via
glicoconjugados e seu fendmeno fisioldgico e patoldgico através das interagdes patdgeno-
hospedeiro e comunicacGes célula a célula (OGAWA et al., 2011). Lectinas isoladas a partir de
organismos marinhos possuem algumas caracteristicas importantes, como baixa
imunogenicidade, e podem se ligar a glicanos complexos diferentemente das lectinas isoladas
de plantas (FERREIRA et al., 2019).

Um dos exemplos mais conhecidos de lectinas isoladas de organismos marinhos
com potencial biotecnoldgico é a Griffithsin (GRFT) que foi isolada a partir de um extrato
aquoso da alga vermelha Griffithsia sp. Essa lectina demonstrou forte atividade anti-HIV, se
ligando a varias glicoproteinas virais de maneira dependente de monossacarideos, que a partir
desse mecanismo consegue ter sua acao anti-HIV (LEE, 2019). Além de inibir o HIV, a lectina
Griffithsin também apresentou atividade antiviral contra varios tipos de virus incluindo o
coronavirus causador da sindrome respiratéria aguda grave (SARS-CoV) onde a GRFT se liga
especificamente a glicoproteina S (spike) da SARS-CoV inibindo a entrada viral (LEE, 2019;
O’KEEFE et al., 2009) foi descoberto que ela também € capaz e inibir a infecgdo por SARS-
CoV-2 in vitro, tal fato é de extrema relevancia pois a GRFT pode ser mais uma ferramenta no
combate a COVID-19 (CAl et al., 2020). Um estudo no ano de 2016 revelou que a GFRT inibiu
0 coronavirus da sindrome respiratoria do Oriente Médio (MERS-CoV) utilizando 0 mesmo

mecanismo de quando inibe 0 SARS-CoV e 0 SARS-CoV-2, as glicoproteinas S podem variar
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de tamanho e sequéncia dependendo do tipo de coronavirus mas compartilham a mesma
organizacao onde apresentam os dominios S1 e S2. O dominio S1 é responsavel pela ligacéo
do receptor a superficie da célula hospedeira, enquanto S2 contém o mecanismo de fuséo, a
GRFT vai atuar impedindo a ligacdo entre a glicoproteina S e a célula hospedeira (MILLET et
al., 2016). A GRFT pode reconhecer a manose com alta afinidade possuindo assim, atividade
antiviral de amplo espectro (LUSVARGHI; BEWLEY, 2016), além disso j& foi comprovado
que € seguro para humanos, conforme demonstrado no ensaio clinico de fase | do GRFT como
um microbicida anti-HIV para prevencdo da transmissdo sexual do HIV em populacbes
saudaveis (LEE, 2019).

A Griffithsin apresenta potente inibigdo do Virus da Diarreia Epidémica dos Suinos
(PEDv) que infecta populacBes de suinos na Asia, Europa e América do Norte, causando
enormes perdas econémicas, PEDv é um coronavirus portanto a GRFT vai atuar como foi
mencionado anteriormente impedindo a glicoproteina S, Griffithsin além de prevenir a infec¢do
por PEDv também foi capaz de impedir a disseminacédo viral entre células infectadas e ndo
infectadas (LI et al., 2019). Dessa forma, podemos afirmar que as lectinas sdo importantes
candidatas a anti-coronavirus devido a natureza altamente glicosilada da proteina spike
(MILLET et al., 2016). Assim, uma ampla gama de Coronaviridae sp. sensivel a griffithsin é
um atributo essencial dessa proteina antiviral e determina as perspectivas de seu uso em
estratégias anti-coronavirus (ZAPOROZHETS; BESEDNOVA, 2020). A proxima etapa no
desenvolvimento de um novo medicamento deve ser o estudo de sua acdo em ensaios clinicos
(ZAPOROZHETS; BESEDNOVA, 2020).

Ao contrario dos medicamentos antivirais, que se baseiam na supressdo do ciclo de
vida do virus, as lectinas visam prevenir a penetracdo do virus nas células hospedeiras e a
disseminacdo do virus (CHEUNG et al, 2015). As lectinas de algas tém especificidade a
carboidratos com caracteristicas fisico-quimicas Gnicas em comparacédo as lectinas de plantas,
assim podem inibir a replicacdo de muitas classes de virus, incluindo Ebola, influenza A e B,
hepatite C, sarampo e herpes simplex tipo 1 (CHEUNG et al, 2015; ZAPOROZHETS;
BESEDNOVA, 2020). Um estudo revelou que a alga marinha vermelha BSL apresentou
atividade anti-hiperglicémica em ratos com diabetes induzida por estreptozotocina, mostrando
o0 potencial de tal lectina como um possivel medicamento no combate a diabetes, que € uma das
doencgas que mais tém crescido nos ultimos anos (ALVES et al., 2020). A lectina CiL-1 isolada
a partir da Codium isthmocladum apresentou efeito anti-inflamatério e antinociceptivo contra
varias dores testadas em peixe-zebra adulto pela modulacdo de TRPA1 (canal ibnico localizado

na membrana plasmatica de muitas células humanas e animais) através da ligacdo lectina-


https://en.wikipedia.org/wiki/Ion_channel

21

glicano, as algas marinhas séo fontes de compostos naturais potencialmente relevantes (ALVES
etal., 2022).

Em relacdo as lectinas isoladas de invertebrados marinhos, é importante destacar
que elas podem desempenhar um papel relevante nos mecanismos de defesa do animal,
reconhecendo invasores, danificando as células independentes e mediando a atividade biol6gica
de células (RAMASUBRAMANIAN; PRIYADARISINI, 2022). A lectina presente nos ovos
da Aplysia kurodai denominada de AKL-40 mostrou atividade antibacteriana contra
Staphylococcus aureus, Shigella sonnei e Bacillus cereus, e forte atividade antifingica
contra Talaromyces verruculosus. Além disso, aglutinou células de carcinoma ascitico de
Ehrlich e reduziu seu crescimento em até 58,3% in vivo, quando injetado em camundongos,
AKL-40 também inibiu o crescimento de células de eritroleucemia humana (SWARNA et al.,
2021). Assim, podemos perceber a multufuncionalidade de uma Unica lectina podendo
desempenhar diversas e relevantes atividades biologicas.

Lectinas geralmente tém seu nivel de expressdo (lectina produzida de forma
recombinante) aumentado quando desafiados por fungos, agindo de maneira semelhante para
eliminar bactérias patogénicas invasoras. Assim, essas proteinas que possuem atividade
antifingica podem ser importantes na imunidade inata do animal, no reconhecimento de
patdgenos e nas interacdes célula-célula (CHEUNG et al., 2015). Uma lectina conhecida como
ADL isolada a partir da esponja marinha Axinella donnani apresentou potente atividade
antifangica contra Penicllium crysogenum e Aspergillus flavus, esses resultados indicam que a
lectina pode ser importante para a microbiologia clinica e ter aplicacdes terapéuticas.
(RATHEESH; RAUF, 2018). Outro exemplo é a lectina isolada da Lampetra japonica
(lampreia) que foi capaz de aglutinar o fungo Candida albicans, sugerindo que a lectina possa
desempenhar um papel importante na imunidade inata contra leveduras no sistema circulatério
interno da lampreia (XUE et al., 2013).

A atividade anticancerigena de lectinas isoladas de organismos marinhos tem se
revelado como uma das mais promissoras aplicacdes biotecnoldgicas dessas proteinas. Na
literatura é possivel encontrar diversos exemplos como a H-3, uma das lectinas da esponja
marinha Haliclona caerulea que foi capaz de reduzir a viabilidade celular de MCF7 (células de
cancer de mama), sem prejudicar as células normais. Foi observado também que H3 reduziu
drasticamente a adesividade das células MCF7 em cultura (NASCIMENTO-NETO et al.,
2018). Um outro exemplo é a HOL-18, lectina isolada da esponja marinha Halichondria okadai,
que foi capaz de matar as células T da leucemia Jurkat e as células da eritroleucemia K562 de
maneira dose dependente (MATSUMOTO et al., 2012). O gene que codifica a lectina TTL
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isolada do caranguejo Tachypleus tridentatus foi inserido em um vetor oncolitico do virus
vaccinia (oncoVV) para formar oncoVV-TTL, que mostrou atividade antitumoral significativa
em um modelo de camundongo com carcinoma hepatocelular (L1 et al., 2018). Com base em
suas caracteristicas as lectinas podem induzir apoptose e autofagia e inibir a angiogénese,
representando assim uma interessante estratégia anticancerigena (BARRE et al., 2019). As
lectinas pertencem a uma classe particular de glicoproteinas ndo imunogénicas e tém a
caracteristica de se ligar seletivamente a sequéncias especificas de agucares na superficie das
celulas, esta propriedade é explorada para se ligarem exclusivamente a células cancerigenas e
exercer atividade antitumoral através da inducao de diferentes formas de morte celular regulada
e inibicdo da proliferacdo de células cancerigenas (BARRE et al., 2019).

Algumas lectinas isoladas de diferentes organismos marinhos foram capazes de
inibir a formacéo de biofilme bacteriano, como € o caso da lectina presente nos ovos da Aplysia
dactylomela (ADEL), que foi capaz de inibir a formacdo do biofilme bacteriano de
Staphylococcus aureus (CARNEIRO et al., 2017a). A lectina isolada da esponja marinha
Aplysina lactuca (ALL) inibiu a formacao do biofilme pelas bactérias Staphylococcus aureus e
Escherichia coli (CARNEIRO et al., 2017b), assim como a lectina presente na esponja marinha
Aplysina fulva foi capaz de reduzir significativamente o biofilme das bactérias Staphylococcus
aureus, Staphylococcus epidermidis e Escherichia coli (CARNEIRO et al., 2019). Um outro
exemplo é a lectina isolada do camardo Penaeus semisulcatus que inibiu a formacéao do biofilme
das bactérias Gram-negativas Vibrio parahaemolyticus e Aeromonas hydrophila, sugerindo
uma potencial estratégia terapéutica na indlstria aquicola para o manejo da doenca
(PREETHAM et al., 2020).

Lectinas isoladas de algas marinhas vermelhas também tém apresentado
significativa atividade antibiofilme, € o caso da BSL isolada da Bryothamnion seaforthii e da
HML isolada da Hypnea musciformis que inibiram a formacéo de biofilme da bactéria Gram
positiva Staphylococcus aureus (VASCONCELQOS et al., 2014), algas marinhas verdes também
apresentam atividade antibiofilme, por exemplo duas lectinas (CiL-1 e CiL-2) da Codium
isthmocladum foram capazes de inibir significativamente a formacéao de biofilme das bactérias
Gram positivas patogénicas Staphylococcus aureus e Staphylococcus epidermidis
(CARNEIRO et al., 2020). Estudos mostram que as bactérias em biofilme ficam mais
resistentes a antibidticos do que na forma plancténica, pois eles formam estruturas complexas
e bem-organizadas, assim 0s tratamentos terapéuticos contra essas matrizes microbianas sdo
mais dificeis e limitados (VASCONCELOS, 2013; SINGH; KULKARNI, 2022).
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2.2.2 Propriedades antimicrobianas das lectinas

O uso extensivo de agentes antimicrobianos em humanos, animais e plantas
favorece o surgimento de microrganismos resistentes a essas drogas. Apesar do grande numero
de antimicrobianos de amplo espectro comercialmente disponiveis, 0s microrganismos
frequentemente desenvolvem novos mecanismos de resisténcia para escapar da acgéo
antimicrobiana sendo responsaveis por aumentar as infeccGes hospitalares e a taxa de
mortalidade por essas doencas (COELHO et al., 2018). Existe um grande interesse em isolar
substancias antimicrobianas de fontes naturais, como as lectinas que ja demostraram possuir
potencial satisfatério.

As lectinas sdo biomoléculas versateis com notaveis efeitos antimicrobianos contra
bactérias, fungos e protozoarios. Como as lectinas se ligam a carboidratos presentes na
superficie do patdgeno, podem causar danos a parede celular e impedir a fixacdo dos
microrganismos nas células hospedeiras (FONSECA et al., 2022).

Essas proteinas sdo de ocorréncia natural sendo comumente secretadas em resposta
a agentes invasores, como bactérias e fungos, ligando-se a carboidratos presentes na superficie
de patdgenos e leucdcitos, o que resulta em efeitos antimicrobianos diretos e indiretos,
respectivamente (LIU et al., 2019). Os papéis antimicrobianos das lectinas incluem blogueio
de invaséo e infecgéo, inibicdo do crescimento e germinacéo, regulacdo da adeséo e migracao
de células microbianas, e o estado de oligomerizacdo delas podem influenciar sua atividade
bioldgica e a capacidade maxima de ligacdo e a associacao entre as cadeias polipeptidicas pode
alterar as taxas de ligacdo carboidrato-lectina, influenciando diretamente o potencial
antimicrobiano (COELHO et al., 2018).

Além disso, as lectinas geralmente sofrem oligomerizacdo adicional apds sua
ligacdo aos glicanos da superficie microbiana. Essa estrutura oligomérica aumenta a afinidade
funcional e favorece a ligagdo multivalente da lectina ao microrganismo (WESENER et al.,
2017).

Os mecanismos antimicrobianos das lectinas incluem a capacidade de formacéo de
poros, seguida de alteragdes na permeabilidade celular e, posteriormente, indica interagdes com
0s componentes da parede celular, nos casos da bactéria. Ja a atividade antifingica das lectinas
parece estar associada a propriedade de ligacao a quitina, resultando na desintegracao da parede
celular ou na interrupcdo da sintese de nova parede celular durante o desenvolvimento ou
divisao do fungo (COELHO et al., 2018).
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As células microbianas usam um mecanismo de comunicagao chamado de Quorum
sensing (QS) que permite coletivamente ajustar o0 comportamento em resposta a uma variedade
de mecanismos, como densidade e diversidade de espécies. Algumas lectinas podem apresentar
efeito anti QS o que vai impedir a comunicacao dos microrganismos interferindo na expressao
génica que torna sem viruléncia os microrganismos patogénicos (SILVA et al. 2016).

O reconhecimento de glicoconjugados de membrana de microrganismos permite
que as lectinas atuem como agentes inibitorios da formacédo e crescimento de biofilme, o que
vem a ser interessante ja que os microrganismos quando em biofilme se tornam mais resistentes
(COELHO et al., 2018).

Além disso, estudos revelaram que as lectinas sdo capazes de alterar a
permeabilidade da membrana plasmatica de alguns fungos e causar mudancas morfologicas
como a formacdo de pseudo-hifas, reducdo na formacéo de hifas e danos as paredes celulares,
indicando possiveis mecanismos de atuacdo dessas proteinas com potencial antifingico
(REGENTE et al., 2014).

Uma variedade de métodos laboratoriais pode avaliar a eficicia das lectinas
antimicrobianas; a primeira indicacdo de atividade antimicrobiana por ensaios in vitro permite
a descoberta de novos compostos e seu modo de acdo. As lectinas antimicrobianas avaliadas
por ensaios in vivo podem favorecer as avaliacdes pré-clinicas para assegurar eficacia,
seguranca e a melhor dosagem (BARTON et al. 2014). A identificacdo desses mecanismos
representa um passo importante para a aplicacdo efetiva de novos farmacos, pois sera util para
estabelecer estratégias de liberacdo de farmacos, aumentar a eficacia de possiveis formulacdes,
bem como prever mecanismos de resisténcia microbiana futura e inevitavel (PICHL et al.,
2016).

2.2.3 Caracteristicas das lectinas com potencial antimicrobiano

Os glicanos presentes na superficie celular estdo particularmente relacionados com
a patogenicidade de alguns microrganismos. Uma variedade de glicanos comp6em a parede
celular de bactérias que, por sua vez, protege esses microrganismos da lise osmética, ha também
acucares especificos expressos apenas em células procarioticas que podem ser considerados
alvos importantes para diagndéstico e acao de drogas (TRA; DUBE, 2014).

A parede celular das bactérias Gram-positivas possui acidos teicuronicos, teicoico
e peptidoglicano, enquanto as das bactérias Gram-negativas contém lipopolissacarideos.

InteracOes hidrofobicas, van der Waals e pontes de hidrogénio entre a lectina e o sitio de agucar
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ajudam a lectina a se ligar aos carboidratos expostos na membrana externa ou na parede celular
da bactéria, gerando um sitio na membrana celular, criando seu alvo para a apoptose pela
remocéo de componentes intracelulares (SILVA; ARAUJO, 2021).

Um exemplo da atracdo entre lectinas e os carboidratos presentes na superficie
microbiana pode ser observado na Figura 1, onde a lectina se liga por forgas atrativas, incluindo
ligaces de hidrogénio, interagdes hidrofdbicas e eletrostaticas (FERNANDEZ-ALONSO et
al., 2013; COELHO et al., 2018).

Figura 1 - Representacdo da estrutura de uma lectina e sua ligacdo a porc¢des glicidicas na

superficie microbiana.

0rqQa 0 Carboidratos | [k

Fonte: COELHO et al., 2018 com adaptacdes. As linhas tracejadas mostram as forgas atrativas de ligacdo.

Ha casos de lectinas que requerem ions para interagir com os carboidratos, sao as
chamadas lectinas dependentes de Ca®* ou tipo C, e ha alguns anos foram denominadas de
proteinas contendo o CTLD (dominio lectinico tipo C) (VASTA et al., 2012), o dominio de
reconhecimento a carboidratos (DRC) dessas proteinas € altamente conservado sendo formado
uma estrutura de dupla alca estabilizada na base por duas pontes de dissulfeto altamente
conservadas como observado na Figura 2 (GASMI et al., 2017). As lectinas do tipo C podem
reconhecer e se ligar a carboidratos especificos presentes na superficie de patdgenos, elas
também sdo consideradas como receptores de reconhecimento de padrdes (PRRs), que
desempenham papéis significativos no ndo autorreconhecimento e na eliminagdo de
microrganismos invasores (FERNANDEZ-ALONSO et al., 2013). Além de funcionar como
PRRs, os CTLs também participam de outras respostas imunes, como atividade antibacteriana,
fangica ou viral (VASTA et al., 2012; WOHLSCHLAGER et al., 2014).



26

Figura 2 - Estrutura de uma lectina contendo o CTLD (dominio lectinico tipo C)

Fonte: ZELENSKY; GREADY, 2005. Representa¢do em desenho de uma estrutura CTLD tipica. A regido do loop
longo é mostrada em azul. As pontes de cistina sdo mostradas como bastdes laranja. A ponte de cistina especifica
para CTLDs de forma longa também é mostrada.

Um obstaculo substancial ao tratamento existente de doencas bacterianas é a falta
de sondas especificas que possam ser usadas para diagnosticar e tratar bactérias patogénicas de
maneira seletiva, deixando o microbioma praticamente intacto. Para enfrentar este problema,
h& uma necessidade urgente de desenvolver terapias e diagnésticos especificos de patdgenos
(TRA; DUBE, 2014), nesse cenario as lectinas se destacam ja que sdo capazes de reconhecer
os glicanos presentes na parede celular das bactérias de maneira especifica. Podendo atuar como
uma valiosa ferramenta biotecnoldgica com estratégias terapéuticas de diagnostico direcionado
(FONSECA et al., 2022).

Um estudo demostrou uma outra funcdo importante que as lectinas exercem no
combate aos microrganismos, elas podem potencializar o efeito do antibidtico. Tal fato foi
observado na lectina da Dioclea violacea, a proteina ndo apresentou atividade antibacteriana
relevante contra bactérias multirresistentes, como S. aureus, E. coli e P. aeruginosa. No entanto,
foi capaz de potencializar o efeito antibacteriano do antibidtico gentamicina, reduzindo a
concentragéo inibitéria minima contra S. aureus e E. coli em 80,1% e 60,3%, respectivamente.
Assim, os autores propuseram que a lectina atua entregando o farmaco as células alvo através
do reconhecimento de carboidratos na membrana, o que leva a liberacdo de gentamicina,
facilitando a entrada do antibiotico no citoplasma bacteriano (SANTOS et al., 2020; FONSECA
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et al., 2022). Diante do que foi exposto, podemos observar a gama de potenciais atividades

antimicrobianas que as lectinas podem exercer.

2.2.4 Lectinas de organismos marinhos com potencial antibacteriano

Organismos marinhos, incluindo peixes, crustaceos, moluscos e algas produzem
uma infinidade de lectinas, incluindo lectinas ligantes de ramnose (RBL), lectinas ligantes de
fucose (FTL), lectinas ligantes de manose, galectinas, lectinas ligantes de galactose e lectinas
do tipo C (AHMMED et al., 2022).

E possivel encontrar varias lectinas de organismos marinhos que possuem atividade
antibacteriana, uma bastante relatada é a aglutinacdo, em que as lectinas reconhecem 0s
componentes da parede celular bacteriana, como lipopolissacarideo (LPS) e peptidoglicano
(PGN), fazendo com que ocorra a aglomeracéao dessas bactérias. Facilitando assim a eliminacdo
delas, agindo com uma notavel atividade imunomoduladora e, portanto, podendo estimular o
sistema de defesa contra agentes invasores (FONSECA et al., 2022). Um exemplo ¢ a lectina
tipo C extraida do crustaceo Procambarus clarkii que apresentou atividade aglutinante na
presenca de Staphylococcus aureus e Vibrio alginolyticus. Além disso, a inoculacdo da lectina
no crustaceo facilitou a eliminacdo da bactéria Vibrio alginolyticus, indicando um possivel
papel no sistema imunolégico do animal (ZHANG et al., 2018). Uma lectina recombinante
denominada de rLvCTL3 obtida a partir do camardo Litopenaeus vannamei, mostrou atividade
aglutinante contra Vibrio alginolyticus, Vibrio parahaemolyticus e Bacillus subtilis. Essa
lectina foi capaz de reduzir a mortalidade de camardes infectados com Vibrio
parahaemolyticus, é importante ressaltar que rLvCTL3 foi detectado em todos os tecidos de
camardes, especialmente em hemdcitos e branquias, sugerindo que ela pode estar envolvida no
reconhecimento de patdgenos e na resposta imune (LI et al., 2014). A CGL, lectina de mexilhao
Crenomytilus grayanus, inibiu o crescimento de bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
principalmente de Escherichia coli onde ligou-se fortemente aos residuos de galactose
presentes na superficie das células bacterianas (KOVALCHUK et al., 2013). Esse tipo de
ligacdo pode causar danos a membrana, levando a geracéao de poros, que resulta na morte celular
(ZHANG et al., 2020).

Lectinas de organismos marinhos podem ainda opsonizar bactérias invasoras
através do aumento da fagocitose. Um claro exemplo é a HSL lectina do pepino-do-mar
Holothuria scabra, que reduziu o nimero de unidades formadoras de colénias quando exposta

a infeccdo bacteriana artificial desde o primeiro dia de teste, atingindo a inibigdo completa no
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quinto dia de inoculacdo. Esta lectina também inibiu o crescimento bacteriano in vitro em
comparacdo com a ampicilina usada como controle (GODWA et al., 2008).

A lectina Cglec-4E isolada da ostra japonesa (Crassostrea gigas) foi capaz de
aglutinar e inibir o crescimento do microrganismo Vibrio alginolyticus. Essa bactéria
patogénica tem sido responsavel por causar mortalidade em massa em cultivos de ostras e de
outros animais cultivados como camardo, sendo também patogénica para humanos em que
causam desde gastroenterite até infeccdes sistémicas (I'YAMA et al., 2021). No mesmo estudo
a ostra foi desafiada com Vibrio alginolyticus e observou-se como resultado que a CgLec-4E
teve sua expressdo aumentada principalmente na glandula digestiva sugerindo que a infecgéo
bacteriana pode induzir a sintese dessa lectina em Crassostrea gigas. A glandula digestiva das
ostras é responsavel por filtrar os alimentos no ambiente aquatico, portanto, esse tecido mucoso
também esté envolvido na resisténcia a invasores patogénicos (II'YAMA et al., 2021).

Uma outra atividade antibacteriana e bastante relevante desempenhada pelas
lectinas é a atividade antibiofilme. Essas proteinas podem impedir a aderéncia de
microrganismos a uma superficie, o que pode afetar a formacdo de biofilme, uma vez que a
adesdo é o primeiro passo neste processo. A formacéo de biofilme é um importante mecanismo
de resisténcia bacteriana, representando uma causa significativa de infecgOes persistentes e
recorrentes. Assim como a inducdo de agregacdo, a formacéo de biofilme tem sido associada
ao aumento da frequéncia de mutacOes bacterianas fazendo com que ocorra uma menor
suscetibilidade aos antibidticos, por isso lectinas que com potencial antibiofilme sdo téo
interessantes (FONSECA et al., 2022). Algumas lectinas podem afetar apenas a formacéo do
biofilme e ndo causar dano algum nas bactérias na forma planctonica, um exemplo é a AFL
lectina extraida da esponja marinha Aplysina fulva foi eficaz na inibicdo da emissao do biofilme
por S. aureus, S. epidermidis e E. coli, mas sem afetar suas formas plancténicas (CARNEIRO
etal., 2017).

Na tabela 1 est&o listadas as lectinas isoladas de organismos marinhos relatadas na
literatura que possuem alguma atividade antibacteriana, como inibicdo do crescimento

bacteriano, antibiofilme e aglutinacdo.
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Tabela 1 - Lectinas de organismos marinhos com atividade antibacteriana.

ESPECIE LECTINA  MICRORGANISMOS ATIVIDADE REFERENCIA

INIBIDOS
Portunus rPtCLec2 Vibrio alginolyticus, Aglutinagéo LIU et al., 2021
trituberculatus Pseudomonas
aeruginosa,

Staphylococcus aureus,

Micrococcus luteus

Apostichopus rAjSJL-1 Vibrio splendidus, Aglutinacéo ZHAO et al., 2021

japonicus Staphylococcus aureus,

Bifidobacterium breve

Pseudocentrot PdMBCL 1 Lactococcus garvieae Aglutinagéo I'YAMA et al., 2021
us depressus PdMBCL 2

Crassostrea CglLec-4E Vibrio alginolyticus Aglutinacdo e CHE et al., 2021
gigas inibicdo do
crescimento
Paralichthys  rPoGalectina-9 Aeromonas hydrophila,  Aglutinacédo YU et al., 2021
olivaceus E. tarda, Bacillus

pumilus, Bacillus

subtilis
Hemifusus Hp-Lec Vibrio Aglutinacéo SIVAKAMAVALLLI
pugilinus parahaemolyticus, etal., 2021
Vibrio sp.,
Pseudomonas sp,

Escherichia coli,
Enterococcus faecalis,
Bacillus subtilus,
Proteus vulgaris,
Staphylococcus aureus,

Lactobacillus sp

Venerupis rvpClec-3 Vibrio anguillarum, Aglutinacédo XIN et al., 2020
philippinarum rvVpClec-4 Vibrio harveyi, Vibrio

splendidus
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Penaeus

semisulcatus

Aeromonas hydrophila,

Antibiofilme

PREETHAM et al.,

semisulcatus lectin Vibrio 2020
parahaemolyticus
Takifugu rToCTL1- Vibrio Aglutinagdoe  HUANG et al., 2020
obscurus CRD parahaemolyticus, Inibicéo do
rToCTL2- Vibrio harveyi, crescimento
CRD Aeromonas hydrophila,
Staphylococcus aureus
Salmo salar Galectina-3C Moritella viscosa Aglutinagéo PATEL et al., 2020
Oplegnathus rOppFEL Escherichia coli, Vibrio  Aglutinacédo ZHANG et al., 2020
punctatus anguillarum,
Edwardsiella tarda,
Aeromonas hydrophila,
Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis
Apostichopus rAjGal-1 Vibrio splendidus, Aglutinacdoe  ZHANG et al., 2020
Japonicus Escherichia coli, Inibicdo do
Micrococus leteus crescimento
Litopenaeus rLvPLP Vibrio Aglutinacéo Bl et al, 2020
vannamei parahaemolyticus,
Vibrio anguillarum
Lateolabrax LjGalBL-1 Aeromonas hydrophila,  Aglutinacéo DANG et al., 2019
japonicus r LjGalBL-1 Edwardsiella tarda,
Vibrio anguillarum,
Vibrio harveyi,
Staphylococcus aureus,
Streptococcus iniae,
Micrococcus luteus
Aplysina fulva AFL Staphylococcus aureus,  Antibiofilme CARNEIRO et al.,

Staphylococcus
epidermidis,

Escherichia coli

2019
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Sebastes SsGal8 Escherichia coli, Vibrio  Aglutinacgio  MADUSANKA et al.,
schlegelii harveyi, Vibrio 2019
(black parahaemolyticus,
rockfish) Streptococcus
parauberis,
Lactococcus garvieae,
Streptococcus iniae,
Vibrio tapetis
Metapenaeus MmLec Vibrio Antibiofilme PREETHAN et al.,
monoceros parahaemolyticus, 2019
Aeromonas hydrophila,
Staphylococcus aureus,
Enterococcus faecalis
Metapenaeus Md-Lec Vibrio Aglutinacédo RUBEENA,;
dobsoni parahaemolyticus, PREETHAM, 2019
Aeromonas hydrophila
Halichondria HOL-18 Shigella boydii, Inibicdio do  HASAN; OSEKI, 2019
okadai Escherichia coli, crescimento e
Pseudomonas antibiofilme.
aeruginosa,
Listeria monocytogenes
Oplegnathus rOppCTL Bacillus subtilis, Aglutinacédo LIU etal., 2019
punctatus Staphylococcus aureus,
Escherichia coli, Vibrio
anguillarum,
Edwardsiella tarda,
Aeromonas hydrophila
Portunus rPtLTL1 Bacillus aquimaris, Aglutinacédo LU etal., 2018

trituberculatus

Micrococcus lysodeik,
Staphylococcus aureus,
Aeromonas hydrophila,

Vibrio alginolyticus,




32

Chryseobacterium
indologenesis

Apostichopus rAjCTL-2 Vibrio splendidus, Aglutinacéo WANG et al., 2018
Japonicus Vibrio anguillarum,
Staphylococcus aureus,
Bifidobacterium breve
Apostichopus rSJL-1 Vibrio anguillarum, Aglutinacédo ONO et al., 2018
Japonicus Edwardsiella tarda,
Escherichia coli,
Lactococcus garvieae
Procambarus PcLec6 Staphylococcus aureus,  Aglutinacdo ZHANG et al., 2018
clarkii Vibrio alginolyticus
Chondrilla CCL Staphylococcus aureus,  Antibiofilme MARQUES et al.,
caribensis Staphylococcus 2018
epidermidis,
Escherichia coli.
Aplysia ADEL Staphylococcus aureus  Antibiofilme CARNEIRO et al.,
dactylomela 2017
Portunus Pp-Lec Citrobacter Inibicdo do JAYANTHI et al.,
pelagicus amalonaticus, Vibrio  crescimento e 2017
parahaemolyticus, Antobiofilme
Pseudomonas
aeruginosa, Proteus
vulgaris, Citrobacter
murliniae, Citrobacter
freundii, Morganella
morganii, Bacillus
pumulis, Bacillus
thuringiensis,
Enterococcus faecalis
Aplysina ALL Escherichia coli, Antibiofilme CARNEIRO et al.,
lactuca Staphylococcus aureus 2017
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Mytilus MTL Vibrio proteolyticus Aglutinagéo LITOVCHENKO et
trossulus al., 2016
Echinometra ELEL Staphylococcus aureus  Aglutinacao CARNEIRO et al.,
lucunter 2015
Litopenaeus rLvgalectina Vibrio alginolyticus, Inibigéo do CHA etal., 2015

vannamei

Escherichia coli,
Aeromonas veronii,
Bacillus subtilis,

Staphylococcus aureus

crescimento

Bryothamnion BSL Staphylococcus aureus  Antibiofilme VASCONCELOS
seaforthii etal., 2014
Hypnea HML Staphylococcus aureus  Antibiofilme VASCONCELOS
musciformis etal., 2014
Holothuria HGA-2 Escherichia coli Aglutinagéo MELO etal., 2014
grisea
Litopenaeus LvCTI3 Vibrio alginolyticus, Aglutinacédo Lletal., 2014
vannamei Vibrio
parahaemolyticus,
Bacillus subtilis,
Serratia sp, Escherichia
coli
Epinephelus rEc-CTL Vibrio vulnificus, Aglutinacédo WEI et al, 2010.
coioides Staphylococcus aureus
Holothuria HSL Staphylococcus sp., Inibicdo do GODWA et al., 2008
scabra Streptococcus sp., crescimento
Shigella sp., Klebsiella
sp.
Fenneropenae rFc-hsL Bacillus subtilis, Inibig&o do SUN et al., 2008
us chinensis Bacillus cereus; crescimento

Bacillus megaterium,
Bacillus thuringiensis,
Micrococcus luteus,

Staphylococcus aureus,
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Escherichia coli,

Klebsiella pneumoniae

Fenneropenae rmFc-hsL Bacillus subtilis, Inibicdo do SUN et al., 2008
us chinensis Bacillus cereus, crescimento
Bacillus megaterium,
Bacillus thuringiensis,
Micrococcus luteus,
Staphylococcus aureus,
Escherichia coli,
Klebsiella pneumoniae
Rachycentron Escherichia coli Inibicdo do NGAI; NG, 2007
canadum crescimento
Solieria SFL Serratia marcescens, Inibigéo do HOLANDA et al.,
filiformes Salmonella typhi, crescimento 2005
Klebsiella pneumoniae,
Enterobacter
aerogenes, Proteus sp.,
Pseudomonas
aeruginosa
Cliona varians CvL Staphylococcus aureus,  Inibicdo do MOURA et al., 2006
Bacillus subtilis crescimento
Suberites Suberites Escherichia coli, Inibicdo do SCHRODER et al.,
domuncula lectin Staphylococcus aureus.  crescimento 2003
Modiolus Vibrio anguillarum, Aglutinacéo TUNKIJJANUKIJ et
modiolus Vibrio ordalii al., 1997

Fonte: Autora, 2022.

2.2.5 Lectinas de organismos marinhos com potencial antifingico

Evidéncias indicaram que, assim como a interagdo com componentes bacterianos,

a interacdo de lectinas com carboidratos fangicos pode envolver diferentes graus de afinidade

(WU et al., 2016). As lectinas geralmente inibem o crescimento fangico alterando a estrutura

da membrana celular fangica ou ligando-se a carboidratos da parede celular fangica, assim a


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S0305049197000515#!
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interacdo com os glicanos e peptidoglicanos leva a morte dos fungos pela permeabilizacdo da
parede celular (AHMMED et al., 2022).

Embora muitas lectinas tenham suas atividades antiflngicas atribuidas a sua
capacidade de interagir com os carboidratos, estudos tém demonstrado que essas moléculas
podem se relacionar com outros componentes (além dos glicanos) da superficie celular dos
fungos, induzindo alteracbes morfoldgicas (como a transicdo de leveduras para formas
filamentosas), aumentando a producéo de especies reativas de oxigénio (ROS) e inibicdo da
producdo de biofilme (FONSECA et al., 2022).

As lectinas derivadas de plantas séo as mais relatadas na literatura quando se fala
em atividade antifingica, corroborando as evidéncias de que participam da defesa das plantas
contra insetos, bactérias e fungos (YAN et al., 2005; KONOZY et al., 2022). Entretanto,
podemos encontrar diversas lectinas de organismos aquaticos que apresentaram atividade
antifungica (ZHAO et al., 2021; SADANANDAN; RAUF, 2021; ZHANG et al., 2020).

Foi verificado que a lectina de mexilhdo Crenomytilus grayanus, identificada como
(CGL), teve sua expressdo elevada no manto de animais infectados com Pichia pastoris,
atingindo o pico de concentracdo ap0s 12 horas e retornando ao padrdo original em 24 horas. O
maior nivel de expressdo de CGL no manto implica que esta lectina poderia ter uma
contribuicéo significativa para a prevencao da reproducdo microbiana, uma vez que o manto é
constantemente lavado com agua do mar contendo patgenos e poluentes. No mesmo estudo
CGL apresentou atividade antifungica contra as cepas dos géneros Aspergillus, Penicillium,
Trichoderma e st. Mycelia em que foi capaz de inibir a germinacgao de esporos e o crescimento
de hifas (CHIKALOVETS et al., 2015). Um exemplo similar é a MTL lectina isolada do
mexilhdo Mytilus trossulus que foi submetida ao ensaio de inibigdo da germinacao de esporos,
inibindo o crescimento dos fungos pertencentes aos géneros Fusarium, Trichoderma,
Haematonectria, Aspergillus e Alternaria (CHIKALOVETS et al., 2016).

A lectina FCL obtida a partir da esponja marinha Fasciospongia cavernosa inibiu
0 crescimento de cinco fungos fitopatogénicos, apresentando uma potente atividade antiflngica
contra Penicillium chrysogenum e Candida albicans (SADANANDAN; RAUF, 2021).

Além de inibir o crescimento dos fungos as lectinas de organismos aquaticos
também podem causar a aglutinacdo, um exemplo € a Semisulcatus-lectina isolada do camaréo
Penaeus semisulcatus que aglutinou a levedura Saccharomyces cerevisiae (PREETHAN et al.,
2020).

A investigacdo de potenciais agentes antifingicos de origem natural que possuam

seguranca alimentar e baixa toxicidade para animais e humanos com a finalidade de utilizagéo
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em culturas de alimentos é primordial (VAN DER WATT et al., 2011; PREETHAN et al.,

2020). Nesse contexto, as lectinas que apresentam atividade antifingica podem ser usadas como

um fungicida natural, melhorando a producdo de alimentos e consequentemente gerando

impactos positivos na seguranca alimentar e na qualidade do meio ambiente (SADANANDAN;

RAUF, 2021).

Assim, a descoberta de lectinas com potencial de antifungico obtidas a partir de

organismos aquaticos sao de grande relevancia. Na tabela 2 estéo listadas as lectinas com essas

caracteristicas ja relatadas na literatura.

Tabela 2 - Lectinas de organismos marinhos com atividade antiflngica.

ESPECIE LECTINA MICRORGANISMOS ATIVIDADE REFERENCIA
INIBIDOS
Griffithiasp  Q-Griffithsin, Candida albicans, Inibicdo do NABETA et al.,
Candida glabrata, crescimento 2021
Candida parapsilosis,
Candida krusei
Hemifusus Hp-Lec Aspergillus flavus, Inibicio do  SIVAKAMAVALLLI
pugilinus Aspergillus niger crescimento etal., 2021
Apostichopus rAjSJL-1 Pichia pastoris, Aglutinacdlo  ZHAO et al., 2021
Japonicus Yarrowia lipolytic
Fasciospongia FCL Penicillium Inibicdo do SADANANDAN;
cavernosa chrysogenum, Candida  crescimento RAUF, 2021
albicans
Apostichopus rAjGal-1 Pichia pastoris Aglutinacdo  ZHANG et al., 2020
japonicus
Penaeus Semisulcatus- Saccharomyces Aglutinacdo  PREETHAN et al.,
semisulcatus lectina cerevisiae 2020
Halichondria HOL-18 Aspergillus niger Inibigdo do HASAN; OSEKI,
okadai crescimento 2019
Metapenaeus MmLec Saccharomyces Aglutinacdo  PREETHAN et al.,
monoceros cerevisiae 2019
Metapenaeus Md-Lec Saccharomyces Aglutinacdo RUBEENA,;
dobsoni cerevisiae PREETHAM, 2019
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Apostichopus rAJCTL-2 Yarrowia lipolytica Aglutinacdio  WANG et al., 2018
japonicus
Apostichopus rSJL-1 Saccharomyces Aglutinacéo ONO et al., 2018
japonicus cerevisiae
Axinella ADL Penicllium crysogenum,  Inibi¢éo do RATHEESH;
donnani Aspergillus flavus crescimento REAUF, 2018
Portunus Pp-Lec Saccharomyces Aglutinacio  JAYANTHI et al.,
pelagicus cerevisiae 2017
Mytilus MTL Fusarium, Inibicdodo  CHIKALOVETS et
trossulus Trichoderma, crescimento al., 2016
Haematonectria,
Aspergillus,
Alternaria
Crenomytilus CGL Aspergillus, Inibiciodo  CHIKALOVETS et
grayanus Penicillium, crescimento al., 2015
Trichoderma e st.
Mycelia
Argopecten AICTL-7 Pichia pastoris Aglutinacdo  KONG et al., 2011
irradians
Epinephelus rEc-CTL Saccharomyces Aglutinacéo WEI et al, 2010
coioides cerevisiae

Fonte: Autora, 2022.

2.3 Biofilmes

2.3.1 O que séo e como séo formados

Os microrganismos podem estar na natureza na forma plancténica (livre) ou em

biofilmes (agrupados). O desenvolvimento do conceito de biofilme aconteceu de forma gradual,

e podemos defini-los como comunidades microbianas complexas, estabelecidas em uma ampla

variedade de superficies, que estdo associadas a uma matriz extracelular (EPS) composta por

varios tipos de biopolimeros derivados do metabolismo bacteriano (ABEE et al., 2011). A

matriz extracelular

consiste em celulose, alginatos ,

poli-N-acetil

glucosamina, acido

teicoico extracelular , proteinas, lipidios, &cidos nucleicos , fosfolipidios , polissacarideos ,


https://www.sciencedirect.com/topics/earth-and-planetary-sciences/alginate
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/teichoic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/immunology-and-microbiology/teichoic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/nursing-and-health-professions/nucleic-acid
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/phospholipids
https://www.sciencedirect.com/topics/biochemistry-genetics-and-molecular-biology/polysaccharide
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DNA extracelular e outros compostos organicos (SIMOES et al., 2010) , cerca de 90% da
biomassa dos biofilmes é composta por EPS (STEWART; FRANKLIN, 2008).

Os biofilmes tém altas densidades celulares variando de 10 8a 10 ! células por
grama de peso Umido. Eles estdo persistentemente ligados a superficies bidticas e abidticas,
desde o dente ou pulm&o humano e o intestino de uma vaca até uma rocha submersa em um
riacho em movimento rapido (GEBREYOHANNES et al., 2019).

A primeira nocao da existéncia de biofilme parte do principio de que em ambientes
aquaticos as bactérias sdo predominantemente encontradas ligadas as superficies. Outro fato
que corrobora com essa observacdo, € a incrustagdo por microrganismos nos cascos de
embarcacdes que navegam nos oceanos, fato que constitui um grande problema na navegagéo
maritima ha muito tempo (O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000).

As primeiras pesquisas envolvendo a formacao de biofilme foram iniciadas com o
objetivo de localizar e quantificar bactérias em diversos ecossistemas que tinham habilidade de
formar consorcios funcionais em comunidades sésseis altamente protegidas, buscando entender
como esse mecanismo funcionava através inicialmente de técnicas morfoldgicas
(CONSTERTON, 2004).

. O que impulsionou os estudos de biofilmes foi o surgimento de infecgdes
bacterianas cronicas causadas por eles, principalmente a dificuldade de controlar tais infe¢fes
e explicar sua natureza. Os estudos ganharam for¢ca com o surgimento do microscépio confocal
de varredura a laser, devido sua capacidade de examinar amostras hidratadas vivas em
superficies opacas (CONSTERTON, 2004).

Os biofilmes podem ser formados por uma Unica espécie microbiana ou por
maltiplas espécies (mistos), além disso, podem se estabelecer em uma variedade de superficies
bidticas e abidticas. Apesar de poder ser capaz de se mostrar de forma mista na maioria dos
ambientes, os biofilmes formados por uma Unica espécie sdo alvos de mais estudos pois estdo
associados a infeccbes, como por exemplo a bactéria Gram negativa Pseudomonas aeruginosa,
muito pesquisada por apresentar elevada formacdo dessas comunidades bacterianas
(O’TOOLE; KAPLAN; KOLTER, 2000; GUZMAN-SOTO et al., 2021).

Resumidamente no ciclo biolégico do biofilme temos: adesdo microbiana,
formagéo de colbnias, maturacdo do biofilme e dispersédo final (Figura 3). Ha indicios de que
as bactérias iniciam o biofilme a partir de estimulos ambientais especificos, como uma forma
de resposta, que esta ligada também a disponibilidade de nutrientes no meio, onde passam por
uma transicdo de uma existéncia planctonica (“solitaria”) para uma existéncia baseada na

comunidade (PALUCH et al., 2020). A adesao inicial a superficie é fraca, assim essa etapa tem
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carater reversivel. Portanto, se alguma coisa atrapalhar esse estagio inicial a formacdo do
biofilme sera interrompida, mas caso ndo haja nenhum empecilho a adesdo aumentara tornando-
se permanente (LICKER et al., 2017).

Figura 3 - Modelo de desenvolvimento do biofilme bacteriano.

Fase plancténica S e
v W
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- o e i, —9¥ 5
Adesdo 2 D [(EEESSe . .
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extracelular

Fonte: LICKER et al., 2017. Inicialmente as bactérias estdo na forma plancténica, 1- Adesdo, 2- Formacdo das
micro col6nias, 3- Producéo da matriz extracelular, 4- Maturacdo, 5- Disperséo.

Vale ressaltar que existe um mecanismo de comunicacdo entre as bactérias 0 QS
que depende diretamente da densidade populacional bacteriana, sendo essa comunicagéo chave
fundamental no processo de estabelecimento e formacdo do biofilme (PALUCH et al., 2020).
No QS ha a comunicacdo célula a célula, que pode controlar a expressao de genes relacionados
a fendtipos de viruléncia em patdégenos humanos clinicos (PAPENFORT; BASSLER, 2016). A
deteccdo desse mecanismo de comunicacgdo envolve a producdo, liberacdo e identificacdo de
moléculas de sinalizacdo extracelular conhecidas como autoindutores (pequenas moléculas que
controlam a deteccdo do QS pela interacdo com receptores especificos), que sdo detectados
pelas bactérias e passam a executar um comportamento coletivo, como se o biofilme fosse um
unico organismo (PAPENFORT; BASSLER, 2016).

Alguns estudos ja relataram a importancia do QS na formacao dos biofilmes, mas
ainda ndo se sabe em detalhes como funciona, embora é conhecido que existem os inibidores
de quorum sensing (QSI), que tém mostrado eficiéncia na inibicdo da formacéo do biofilme.
Dessa forma, os QSI s@o propostos como promissores agentes antibiofilmes, podendo inibir a
sintese ou degradacdo direta do sinal, inibicdo da ligagdo da molécula de sinal ao receptor e/ou

inibicdo da cascata de transducdo de sinal. Assim os QSI podem ajudar no tratamento e
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gerenciamento clinico de infecgdes microbianas. (BRACKMAN; COENYE, 2015; REEN et
al., 2018). E importante frisar que o QS ocorre de forma diferente em bactérias Gram-positivas
e Gram-negativas, podendo variar também de espécie para espécie, e em ambas, a deteccao
ocorre por meio de diversos sinais quimicos (WHITELEY; DIGGLE; GREENBERG, 2017).

Estudos sugerem a utilizacdo de moduladores sintéticos como medicamentos anti-
viruléncia, pois eles podem agonizar ou antagonizar a deteccdo do QS. Ao contrério dos
antibioticos tradicionais, os moduladores sintéticos ndo afetam o crescimento das bactérias
patogénicas, mas interrompem sua viruléncia (REEN et al., 2018).

Quando ocorre o estagio inicial de fixacdo do biofilme, as bactérias aderidas passam
a produzir uma matriz de exopolissacarideos fortalecendo sua aderéncia e, a partir dai o
biofilme sofrerd maturacéo se tornando uma estrutura tridimensional complexa de células que
poderdo alterar seu funcionamento fisiolégico em resposta as condicdes presentes no biofilme
(BRACKMAN; COENYE, 2015; STOODLEY et al., 2002). E importante mencionar que as
células bacterianas podem se soltar do biofilme tanto de forma ativa ou passiva, voltando ao
estado plancténico podendo ou ndo colonizar outras superficies (BRACKMAN; COENYE,
2015).

Quando estdo maduros os biofilmes apresentam uma estrutura tridimensional
bastante complexa, onde ha a formacdo de microambientes que podem diferir com relacdo a
osmolaridade, suprimento nutricional e densidade celular (FUX et al., 2005; GUZMAN-SOTO
etal., 2021).

2.3.2 Biofilmes e suas implicacdes na saide humana

O numero de infe¢cBes causadas por biofilmes tem aumentado, entretanto, sdo mais
dificeis de serem detectados do que as bactérias na forma planctdnica. O que torna as infeccdes
causadas por essas matrizes tao graves € a resisténcia que apresentam a antibioticos e as defesas
naturais dos hospedeiros, pois 0s anticorpos assim como o0s antibioticos ndo conseguem
penetrar no biofilme devido a matriz polimérica que eles formam, além disso, a resisténcia pode
ser disseminada através da transferéncia horizontal de genes (FUX et al., 2005). Estima-se que
os biofilmes sejam responsaveis por cerca de 80% das infeccbes microbianas, incluindo
infeccBes associadas e ndo associadas a dispositivos. E do conhecimento geral o responsavel
pelo aumento da resisténcia a agentes antimicrobianos, quando 0os microrganismos estdo em
biofilme, podendo essa resisténcia ser aumentada em até 1000 vezes em comparagdo com as

bactérias na forma planctonica. A resisténcia aos antibidticos pode ser resultante de uma
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combinacdo de fatores genéticos e induzidos (BRACKMAN; COENYE, 2015; DONLAN;
CONSTERTON, 2002; LICKER et al., 2017; JAMAL et al., 2018). E importante mencionar
que algumas leveduras, como por exemplo espécies pertencentes ao género Candida podem
formar biofilmes, e assim como nas bactérias, apresentam um aumento na resisténcia a
antifungicos e as defesas naturais do hospedeiro, podendo estar ou ndo associados a dispositivos
(PANNANUSORN; FERNADEZ; ROMLING, 2013; JAMAL et al., 2018).

As infeccBes causadas pela formacao do biofilme microbiano séo tdo preocupantes
que o Centro de Prevencdo e Controle de Doencas (CDC) dos Estados Unidos as enquadra
como um dos sete desafios mais importantes que devem ser superados para melhorar a
seguranca dos servicos de salde, por isso que 0s avancos nos estudos que enfatizam a formacao
e funcionamento dos biofilmes sdo de extrema relevancia no gerenciamento dessas infeccdes
(LICKER et al., 2017).

Os biofilmes podem estar envolvidos na formag&o da cérie dentéria e as principais
bactérias nesse processo sao: Streptococcus sobrinus e Streptococcus mutans. Além disso, sao
responsaveis por uma série de doengcas como mastite, otite, pneumonia, osteomielite, fibrose
cistica, e como ja foi mencionado podem contaminar dispositivos e equipamentos médicos
implantados que resulta em uma série de complicacbes (LICKER et al., 2017). Os principais
dispositivos onde podem ser encontrados séo: lentes de contato, cateteres venosos central,
valvulas cardiacas mecanicas, cateteres de dialise peritoneal, préteses articulares, marcapassos,
cateteres urinarios, protese vocal (JAMAL et al., 2018), e quando presentes em feridas podem
vir a ocasionar um retardo na cicatrizacdo (LICKER et al., 2017).

E de extrema importancia a existéncia de medidas preventivas contra a formagcao
dessas matrizes, como boas condi¢es e praticas de higiene, principalmente, com dispositivos
e equipamentos médicos, a fim de se reduzir ao maximo a presencga de microrganismos, e como
medida preventiva a criacdo de produtos com superficies que desfavorecam a adeséo primaria
impedindo assim seu desenvolvimento (JAMAL et al., 2018).

O grupo de estudos da Sociedade Europeia de Microbiologia Clinica e Biofilmes
de Doengas Infecciosas (ESGB) afirma que s&o necessarios novos métodos para se estudar as
infeccOes causadas por biofilme microbiano e enfatiza que isso sO sera possivel através de uma
pesquisa multidisciplinar que envolva microbiologia basica ambiental e microbiologia
molecular (LICKER et al., 2017).
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2.3.3 Biofilmes na aquicultura

A definicdo de aquicultura dada pela FAO (Food and Agriculture Organization of
the United Nations) é: “a aquicultura é o cultivo de organismos aquaticos, incluindo peixes,
moluscos, crustaceos e plantas aquaticas” (FAO, 2020). A composi¢cdo do microbioma em
aguas doces e salgadas depende muito de condicbes fisico-quimicas, como temperatura,
salinidade, condutividade elétrica, composi¢cdo mineral (CHOLEWINSKA et al., 2022;
KROTMAN et al., 2020; XIA et al., 2014).

A existéncia do biofilme foi proposta inicialmente nos ecossistemas aquaticos, onde
observacBes microscopicas mostraram que a maioria das bactérias nesses ambientes crescem
“aglomeradas” nas mais diversas superficies e interface da 4gua (DONLAN; CONSTERTON,
2002), podendo ainda crescer em toda superficie, até mesmo em contato com agua ndo estéril
(WINGENDER; FLEMMING, 2011). Quando as bactérias aquaticas estdo ‘“unidas”
conseguem se adaptar melhor as condi¢fes adversas, como a escassez de nutrientes, além de
apresentarem uma maior resisténcia a estressores, como predagdo e compostos antimicrobianos
(CAI; ARIAS, 2017), os biofilmes oferecem as bactérias aquaticas muitas vantagens em relacéo
a um estilo de vida planctonico. Dessa forma, podem proporcionar um ambiente “seguro” para
0s patdgenos de peixes e camardes, fazendo com que possam persistir nos sistemas de
aquicultura e suportar protocolos de desinfeccdo (CAI; ARIAS, 2017; MILLER et al., 2015).
As estimativas sugerem que mais de 90% das bactérias existem dentro de biofilmes (PALUCH
et al., 2020).

Na aquicultura, os biofilmes sdo essenciais para manter os ciclos de nitrogénio e
carbono equilibrados no sistema. As bactérias nitrificantes sdo fundamentais na manutencéo da
qualidade da agua pois véo desintoxicar a aménia produzida pelos animais cultivados. Além
disso, biofilmes que crescem em substratos submersos podem melhorar a producdo de
camardes, sendo considerados uma fonte de proteina de boa qualidade (PANDEY et al., 2014).
No entanto, os biofilmes também podem fornecer um ambiente adequado para que 0s patégenos
dos peixes e camardes persistam nos sistemas e resistam a protocolos de desinfec¢cdo ou mesmo
tratamentos com antibioticos (MILLER et al., 2015; ALMATROUDI et al., 2016).

Muitos patdgenos bacterianos ocorrem naturalmente nos ambientes aquéaticos e no
solo e séo capazes de persistir e crescer em biofilmes, podendo prejudicar tanto os animais que
vivem ali (cultivados ou ndo), como também quem consome esses animais ou a agua desses
ambientes, sendo um potencial risco a saude publica (WINGENDER; FLEMMING, 2011).
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Quando em cultivo, peixes e camardes que apresentam algum tipo de estresse podem ficar mais
susceptiveis as bactérias, porém se o animal infectado estiver assintomatico (sem sintomas
visiveis), sua ingestdo pode acarretar danos a saude humana (KING et al., 2004).

Kunttu e colaboradores em 2012 relataram a presenca de Flavobacterium
columnare em biofilmes presentes nos lagos finlandeses ligados a pisciculturas, sugerindo que
o biofilme poderia servir como reservatorio para este patdgeno que é um dos mais conhecidos
por causar doencgas em peixes ao redor do mundo em ambientes de cultivo.

Cai e Arias demostraram através de uma pesquisa que patdgenos bacterianos de
bagres poderiam se fixar e colonizar superficies comumente encontradas em instalacdes de
aquicultura, as bactérias Flavobacterium columnare, Aeromonas hydrophila, Edwardsiella
ictaluri e Edwardsiella tarda foram capazes de formar biofilmes nos materiais testados (bambu,
PVC flexivel, forro e rede de nylon), esses resultados mostraram que patdégenos bacterianos tém
o potencial de colonizar superficies e podem usar biofilme como reservatério em pisciculturas.

Em um estudo realizado por King e colaboradores (2004), foram encontradas
espécies patogénicas de Bacillus cereus, Shigella e Vibrio em um sistema de aquicultura de
recirculacdo. E importante destacar que essas bactérias prejudicam tantos os animais cultivados
como também os seres humanos, podendo causar doengas gastrointestinais graves.

Uma das bactérias mais conhecidas na aquicultura sdo os vibrios e a formacéao de
biofilme dessas bactérias vai depender de genes especificos (biossintese de flagelos, pili e
exopolissacarideos) e processos regulatorios (por exemplo, quorum sensing) (YILDIZ;
VISICK, 2009). Os biofilmes de Vibrio sp. representam problemas crescentes causando graves
ameacas na aquicultura, além disso, os antibidticos ndo sdo eficientes no tratamento de
infeccOes bacterianas em formagdo de biofilme (ARUNKUMAR et al., 2020). A maioria das
doencas transmitidas por frutos do mar em todo o mundo séo causadas por Vibrio spp. tais como
V. cholerae, V. parahaemolyticus e V. vulnificus. Podendo causar desde infeccdes leves até
doencas mortais, como colera, gastroenterite, septicemia etc (ARUNKUMAR et al., 2020).

A espécie Vibrio parahaemolyticus € um patdgeno oportunista que pode causar
infeccBes nos camarBes durante periodos de estresse afetando todas as etapas de vida dos
animais infectados e quando formam biofilmes, podem ser mais danosos. E importante
mencionar que esse microrganismo pode crescer tanto em agua salobra como em ambiente
marinho, sendo capaz de formar biofilme principalmente em superficies de quitina, através do
uso de flagelos e pili (MIZAN; JAHID; HA, 2015). V. parahaemolyticus tem dois tipos de
flagelos, polares e laterais, que ajudam na alternancia entre as motilidades de natacdo e

enxameacdo. O flagelo polar promove a formacéo de biofilme (ARUNKUMAR et al., 2020).
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A presenca de bactérias potencialmente patogénicas nos biofilmes presentes em
sistemas aquicolas aumenta a possibilidade de doengas recorrentes, especialmente se nao existir
medidas de biosseguranca, podendo resultar em perdas econdmicas para o produtor (KING et
al., 2004). O fato de que organismos resistentes a antibidticos possam crescer em biofilme,
causa grande preocupacdo visto que eles dificilmente serdo eliminados do ambiente aquicola,
0 que Vvai causar diversos casos de surtos, acarretando prejuizos (KING et al., 2004).

E impossivel manter todas as instalagdes do cultivo livre de patdgenos, mas deve-
se buscar maneiras de reduzir ao maximo os niveis, principalmente em relacdo a formacao de
biofilmes, pois dessa forma, as chances de contaminagdo dos animais serdo reduzidas,
favorecendo a salde dos animais cultivados e consequentemente a salde publica, além de
favorecer economicamente o produtor (KING et al., 2004). Assim, procedimentos que visem
controlar a formacdo e composicdo bacteriana dos biofilmes sdo importantes para o
desenvolvimento da aquicultura (WIETZ; HALL; HOJ, 2009).

2.3.3.1 As bactérias no ambiente aquicola

O cultivo intensivo de organismos marinhos e dulcicolas tem seus desafios devido
em grande parte a presenca de uma série de patégenos bacterianos que podem matar ou danificar
0s produtos da aquicultura, levando a um énus econdmico para a industria e a escassez de
produtos no mercado (RICHARDS, 2014). Essas perdas podem ocorrer em incubadoras e
instalacBes de criacdo de larvas ou durante qualquer parte do processo de engorda. A introducéo
de patégenos em peixes e mariscos pode ser através da ragdo, da agua, superficies
contaminadas, aerossois ou por transmissao de um animal para outro (RICHARDS, 2014).

Muitos patdgenos na aquicultura sdo oportunistas e podem permanecer
indetectaveis até que algum estresse os torne suscetiveis a infecgdo. Os estresses geralmente
incluem temperatura, pH ou salinidade imprdprios ou mudancas rapidas nesses parametros, ma
oxigenacdo, acimulo de produtos quimicos toxicos, como amdnia, superlotacdo, excesso ou
falta de alimentacéo, manuseio excessivo e ma qualidade geral da agua. As reducdes nas perdas
foram alcancadas com mais frequéncia com o tratamento com antibidticos, no entanto, o uso de
farmacos a longo prazo levou a resisténcia das cepas bacterianas aumentando a ineficacia de
tais tratamentos (CABELLO, 2006; RICHARDS, 2014).

As préticas aquicolas podem envolver o uso de antibi6ticos para tratamento e
profilaxia, apesar dessa pratica ser ilegal em alguns lugares como no Brasil. Como

consequéncia do uso de antibidticos na aquicultura, a resisténcia € induzida nas bactérias
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circundantes na coluna d’agua, sedimentos e cepas associadas aos peixes. Através da
transferéncia horizontal de genes, as bactérias podem difundir os genes de resisténcia a
antibidticos e os genes de resisténcia madveis, espalhando ainda mais os determinantes
genéticos. Uma vez desencadeada, a resisténcia aos antibioticos se espalha facilmente entre as
comunidades microbianas aquaticas e, a partir dai, pode atingir bactérias patogénicas ao
homem, tornando inGtil o uso de antibidticos para a saide humana (PEPI; FOCARDI, 2021).
Os antibioticos podem agir contra as bactérias através de diferentes mecanismos, incluindo a
inibicdo da sintese da parede celular, alteragdo das membranas celulares, inibicdo da sintese de
proteinas, inibicdo da sintese de &cidos nucleicos, antagonismo competitivo e atividade
antimetabolito (PEPI; FOCARDI, 2021). Além da resisténcia a antibidticos as bactérias
presentes no ambiente de cultivo podem ainda formar biofilmes, que como mencionando
anteriormente formam uma protecdo deixando-as mais resistentes aos tratamentos
(ARUNKUMAR et al., 2020). O biofilme atua como um escudo contra a entrada de antibioticos
ou agentes antimicrobianos na superficie celular, portanto, desempenha um papel fundamental
na resisténcia aos antibidticos, normalmente, os agentes terapéuticos ficam retidos no biofilme
bacteriano, 0 que reduz a penetracdo (ARUNKUMAR et al., 2020). A disseminacdo da
resisténcia a antibidticos de ambientes de aquicultura para ambientes naturais, tem gerado
preocupacdo (SHAW et al., 2014).

A microbiota associada principalmente aos estagios larvais do camardo pode afetar
sua saude e desenvolvimento, e algumas bactérias podem causam mortalidades graves. Em
virtude da proibicdo do uso da maioria dos antibidticos na aquicultura, devido ao surgimento
de patdgenos resistentes e a deteccdo de residuos de antibidticos nos tecidos de camardo por
varios paises importadores, foi pensada a necessidade de alternativas para substitui-los nos
sistemas de incubacdo (KARUNASAGAR et al., 2007).

De fato, o uso frequente de antibidticos, que sdo tradicionalmente a linha de defesa
mais importante contra doencas bacterianas, tem levantado problemas relacionados ao
desenvolvimento e disseminacdo de resisténcia. Como resultado, estamos atualmente em uma
corrida para desenvolver novas terapias que devem nos permitir continuar controlando as
doencas bacterianas no futuro (RICHARDS et al., 2014).

Nesse contexto a descoberta de novas substancias com potencial antimicrobiano e
antibiofilme como por exemplo as lectinas é de extrema importancia tendo em vista o cenario

atual da aquicultura que cada vez mais sofre com a incidéncia de microrganismos patogénicos.
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2. METODOLOGIA

2.1 Lectinas utilizadas

As lectinas de organismos marinhos foram obtidas no Laboratorio de Biotecnologia
Marinha (BIOMAR), localizado no Departamento de Engenharia de Pesca da Universidade
Federal do Ceara, sendo em seguida analisadas com relagdo a contaminacdo por
microrganismos, onde uma pequena quantidade de cada lectina (cerca de 1 mg) foi colocada
em uma placa contendo agar TSA. Ap6s 24 e 48 horas o resultado foi observado, e as que
apresentaram crescimento bacteriano foram submetidas a um tratamento de luz ultravioleta por
15 minutos, a fim de eliminar a contaminacao. Em seguida foram novamente colocadas em uma
placa de &gar TSA e o resultado observado apos 24 e 48 horas. As lectinas de organismos

marinhos utilizadas no presente trabalho estdo listadas na Tabela 5.

Tabela 3 - Lectinas utilizadas nos experimentos

LECTINA ORIGEM REFERENCIA
AML Alga marinha vermelha COSTA et al., 1999
Amansia multifida
BSL Alga marinha vermelha AINOUZ et al., 1995

Bryothamnion seaforthii

BTL Alga marinha vermelha AINOUZ et al., 1995
Bryothamnion triquetrum
SFL Alga marinha vermelha BENEVIDES; LEITE;
Solieria filiformis FREITAS, 1996
AFL Esponja marinha CARNEIRO et al., 2019
Aplysina fulva
ALL Esponja marinha CARNEIRO et al., 2017

Aplysina lactuca

Fonte: Autora, 2022.
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2.2 Selecdo das cepas

As cepas bacterianas utilizadas no presente trabalho (TABELA 4) séo de origem
ambiental com excecdo das estirpes de Escherichia coli e Staphylococcus aureus que foram
adquiridas do Instituto Oswaldo Cruz - FIOCRUZ Rio de Janeiro (American Type Culture
Collection — ATCC), com relacdo as cepas de fungos utilizadas (TABELA 5) a espécie
Candida albicans foi adquirida do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude —
INQS (FIOCRUZ) e o Aspergillus niger. Todas as cepas fazem parte da colecdo de culturas
microbianas Profa. Regine Vieira (CMRV). A colecdo de culturas microbianas pertence ao
Laboratorio de Microbiologia Ambiental e do Pescado (LAMAP) que esta localizado no
Instituto de Ciéncias do Mar (LABOMAR) da Universidade Federal do Ceara (UFC).

Tabela 4 - Cepas bacterianas indicadoras de atividade.

BACTERIA ORIGEM
Staphylococcus aureus Isolado clinico
ATCC 25923
Escherichia coli Isolado clinico
ATCC 25922
Streptococcus mutans Aguas de galeria pluvial
INCQS 00446
Samonella ser. Brandeirup Sedimento do rio Jaguaribe
Lamap 18
Pseudomonas 246B Agua do estuario Camurupim-PI
Vibrio parahaemolyticus 53 Fazenda de carcinicultura-PlI
Vibrio alginolyticus 39 Fazenda de carcinicultura-Pl

Fonte: Autora, 2022.

Tabela 5 - Cepas fangicas indicadoras de atividade.

FUNGO ORIGEM
Candida albicans Fonte: colo do Utero humano
INCQS 40178
Aspergillus niger Fonte: bioaerossol

Fonte: Autora, 2022.
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3.1.2 Purificagéo das cepas bacterianas

Todas as cepas bacterianas mencionadas na tabela 4 foram isoladas novamente para
garantir que estavam puras. Inicialmente as cepas bacterianas foram crescidas em caldo
nutritivo por 48 horas a 35°C, em seguida foi realizado o plagueamento por esgotamento onde
cada bactéria cresceu em seu meio seletivo. Os vibrios cresceram em agar TCBS (Agar de
Tiossulfato, Citrato, Bilis e Sacarose), Pseudomonas em agar Cetrimide, Salmonella em agar
Verde Brilhante, ja E. coli, S. aureus e Streptococcus mutans em Agar Triptona de Soja (TSA),
todas as placas foram incubadas em estufa a 35°C. Ap6s 24 horas de crescimento foi selecionada
de cada placa uma col6nia que foi repicada para um tubo contendo agar TSA. Ap6s 24 horas
foi realizado a coloracdo de Gram e as laminas analisadas em um microscopio Optico
(OLYMPUS) com aumento de 100x. Nessa etapa foi possivel realizar a analise morfontintorial

das culturas bacterianas confirmando que estavam puras e prontas para os testes.

2.3 Producéo de biofilme

Para analisar se as cepas bacterianas selecionadas eram capazes de produzir
biofilme, foram utilizados os seguintes testes:

2.3.1 Vermelho congo

Inicialmente foi preparado o Agar Vermelho Congo (AVC), com 0,8 g do corante
vermelho congo (SIGMA), para 1 L de Agar Infusdo Cérebro e Coracdo (Brain Heart Infusion
Agar-Agar BHI Difco), com adicdo de 36 g de sacarose, com adicéo de 1% de NaCl para testar
cepas de Vibrio. As cepas foram renovadas em agar TSA/24 horas antes do teste, apds esse
periodo foram realizadas estrias com as cepas na superficie das placas contendo AVC, sendo
incubadas inicialmente a 35°C por 24 h e por mais 48 h em temperatura ambiente. As cepas
bacterianas com habilidade de produzir biofilme exibem a coloragéo preta quando crescem no
meio analisado, ja as cepas ndo produtoras permanecem sem pigmentacdo. Esse teste foi
realizado de acordo com a metodologia descrita por Freeman, Falkiner e Keane (1989), com
modificacdes.
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2.3.2 Teste de aderéncia em vidro

As cepas bacterianas foram crescidas em agar TSA por 24 h a 35°C, e para testar
as cepas de Vibrio foi adicionado 1% de NaCl. Em seguida, foram inoculadas em tubos de
ensaio contendo 3 mL de Caldo Triptona de Soja (TSB) (Difco) e incubadas por 48 h a 35°C.
Apos esse periodo, o conteudo dos tubos foi descartado, e a superficie interna lavada trés vezes
com &gua destilada. Posteriormente, adicionou-se 3 mL de cristal violeta 1% nos tubos de
ensaio previamente secos, permanecendo por 1 minuto. Em seguida o contetdo removido com
agua destilada, e os tubos sendo invertidos durante 30 minutos para secar. O teste foi realizado
em triplicata e os tubos de ensaio que apresentaram biofilme nas paredes corado com cristal
violeta foram considerados como resultado positivo. Esse teste foi realizado de acordo com a

metodologia de Christensen et al. (1985) com modificaces.

2.3.3 Teste de aderéncia em microplacas de poliestireno (TMC)

As cepas bacterianas foram repicadas em agar TSA por 24 h a 35°C, e aos meios de
cultura para crescimento de Vibrio foram adicionados 1% de NaCl. Em seguida foram
inoculadas em tubos de ensaio contendo 3 mL de caldo TSB (Difco) e incubadas por 48h a
35°C. Apobs esse periodo, a suspensdo bacteriana que cresceu nos tubos contendo TSB foi
inoculada em microplacas de poliestireno estéreis de 96 pogos com fundo “U”, onde em cada
poco foi adicionado 200 L da suspenséo bacteriana sendo o teste realizado em triplicata a 35°C
por 48 h. Posteriormente, os in6culos foram removidos e 0s pogos lavados com 200 pL de 4gua
destilada esteéril por trés vezes e secos em estufa a 60°C por 1 h.

Apo0s a secagem dos pocos, foram adicionados 200 puL de uma solugéo de cristal
violeta 1% por 1 minuto, em seguida lavagens sucessivas foram realizadas com &gua destilada
e a placa seca em temperatura ambiente.

Como resultado positivo para producdo de biofilme foram considerado os pocos
que apresentaram a coloracéo roxa. O teste foi realizado como descrito por Christensen et al.
(1985) com modificagdes.

2.4 Minima Concentragdo Inibitoria — MIC

O teste de MIC foi realizado com objetivo de analisar qual a minima concentracéo
de lectina (TABELA 3) capaz de inibir o crescimento das bactérias testadas (TABELA 4).
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Inicialmente, as bactérias foram crescidas em tubos contendo agar TSA por 24 h a
35°C. Posteriormente a turbidez bacteriana foi ajustada de acordo com a escala de turbidez 0,5
de McFarland em um espectrofotémetro, onde se utilizou salina com 1% de NaCl para as cepas
de Vibrio e 0,85% de NaCl para os ajustes dos indculos bacterianos.

Todo o ensaio foi realizado em microplacas estéreis de poliestireno com 96 pocos,
em cada poco foi adicionado caldo Muller-Hinton duplo (Difco, Leeuwarden, NL), acrescido
com 50 pL de inGculo bacteriano ¢ 50 puL de proteina para a concentragdo final de 100, 250,
500 pg.mL. O teste foi realizado em triplicata e como controle positivo foi usado o antibi6tico
canamicina, na concentragdo final de 30 pg.mL™, enquanto o in6culo bacteriano com o meio
de cultura foi usado como controle negativo. As microplacas foram incubadas a 30°C por 24h,
e para auxiliar a visualizacdo do crescimento bacteriano, foi utilizado o Cloreto de
trifeniltetrazolio a 0,5% (Sigma-Aldrich, MO, EUA), colocado em cada pogo sendo a
microplaca novamente incubada a 30° C por 3h. A mudanca de cor para vermelho é indicativo
de crescimento bacteriano e, portanto, atividade bactericida negativa. O experimento foi
realizado pelo método de diluicdo de meio de acordo método de microdiluicdo estabelecido

pelo documento técnico da CLSI (Clinical and Laboratory Standards Institute).

2.5 Aglutinagdo de células bacterianas

A aglutinacdo de bactérias € outra atividade antibacteriana que pode ser
desempenhada por lectinas de organismos marinhos. Foram utilizadas as cepas bacterianas
listadas na Tabela 1, crescidas em meio Luria Bertani (LB) a 37°C por 24 h, e para as cepas de
Vibrio, o caldo foi acrescido de 1% de NaCl. Em seguida, as bactérias foram coletadas por
centrifugacdo a 2000 x g por 10 minutos, sendo lavadas 3 vezes com tampao fosfato de sédio
com NaCl (PBS) e suspensas em PBS contendo formaldeido a 4% durante 16 h a 4°C. ApGs
esse periodo foram lavadas novamente por mais 3 vezes com tampao Tris com NaCl e célcio
(TBS).

A contagem bacteriana foi realizada pelo método de diluicdo em série e a turbidez
ajustada de acordo com a escala de McFarland 0.5 em espectrofotémetro (THERMO) a 625 nm.
A aglutinacdo foi testada adicionando-se 50 pL da lectina na concentragdo de 100 e 1000
ug.mLt a um volume igual da suspensdo bacteriana. Os resultados foram observados em um
microscopio optico apos 1 h de incubacdo. O teste foi conduzido de acordo com IMAMICHI;
YOKOYAMA, 2010 com modificagdes.
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2.6 Atividade antifingica

Para avaliar a atividade antifungica foi utilizada a metodologia de difusdo em disco,
de acordo com o CLSI (2010). Discos brancos de celulose (Laborclin) estéreis foram embebidos
com as lectinas de organismos marinhos nas concentragdes de 100 e 500 pug.mL*. Como
controle negativo (CN) foram utilizados discos embebidos em &gua destilada estéril e como
controle positivo (CP) discos embebidos no antifingico nistatina na concentragao de 100 ug
mL. As lectinas foram testadas frente ao fungo filamentoso Aspergillus niger e a levedura
Candida albicans INCQS.

Inicialmente as culturas fungicas foram repicadas para placas de Petri descartaveis
contendo Agar Dextrose Batata (ADB) com incubacéo de 1-3 dias para a C. albicans e de 3-5
dias para 0 A. niger a 28°C. Apds esse periodo, os discos com as diferentes concentracdes da
lectina (100 e 500 pg mL™), o CN e o CP (100 ug.mL™) foram dispostos em novas placas
contendo ADB.

Nas placas onde houve crescimento de A. niger, foram retirados slots com o auxilio
de uma ponteira para serem depositados na regido central da placa que ja estava com os discos
dispostos (lectina 100 e 500 pg mL™, CP e CN). Ja nos testes com a levedura C. albicans, a
cultura foi previamente ajustada na escala McFarland 0.5 e, com um swab estéril, foi feita
inoculacdo para crescimento confluente na superficie das placas de ADB, em seguida, os discos
(lectina 100 e 500 pg.mL™*, CP e CN) foram dispostos nas placas, incubadas de 2-7 dias a 28°C,
sendo o crescimento acompanhado diariamente, pois C. albicans cresce de forma mais rapida.
O resultado foi considerado positivo quando apresentou o surgimento de zona de inibicdo de
crescimento, em qualquer grau, ao redor dos discos de papel.

2.7 Ensaio de letalidade contra nduplios de Artemia sp.

O ensaio de letalidade sobre nauplios de Artemia sp. foi realizado conforme descrito
por Carneiro et al. (2012). Os cistos adquiridos comercialmente foram incubados com agua do
mar (1 g de cistos/L de 4gua do mar) sob iluminacao e aeracdo constante a 28°C. Apo6s 48 horas,
a areacdo foi interrompida e a iluminacéo foi dirigida para o fundo do recipiente, que devido ao
fototropismo positivo os nauplios se dirigiram para o fundo, ficando na superficie apenas 0s
cistos que ndo eclodiram. Os nauplios foram recolhidos e usados para o ensaio bioldgico.

As lectinas foram dissolvidas em agua do mar a uma concentragéo inicial de 200

ng.mL* (solugdo méae). O ensaio foi realizado em placas de Linbro™ de 24 pogos onde foram
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colocados 10 nauplios em cada poco e o volume final foi ajustado para 2 mL. As lectinas foram
adicionadas aos pogos nas concentracgdes finais de 12,5; 25; 50 e 100 pg.mL™. O experimento
foi realizado em triplicata, e como controle negativo foi utilizado 2 mL agua do mar com 10
nauplios. Apos 24 horas 0 nimero de nauplios mortos em cada poco foi contado e foi calculado
0 percentual de morte para cada concentracdo. O valor de LC50 (concentracdo capaz de matar
50% dos individuos) foi determinado usando uma analise de Probit, conforme descrito por
Finney (1972).

2.8 Atividade antibiofilme

As lectinas da tabela 3 foram testadas com as cepas da tabela 4. Foi utilizada a
metodologia de Preetahm et al. (2020) com modificacdes. O ensaio foi realizado em placas de
vidro denominadas Kline de 12 pocos, em cada poco havia caldo BHI (Brain Heart Infusion)
com 1% de indculo das diferentes suspensdes bacterianas (107 UFC/mL), para as cepas de
Vibrio foi adicionado 1% de NaCl no caldo BHI. As concentracGes das lectinas (50 e 100
ug.mL1) foram introduzidas nos pogos e incubadas a 37°C por 48 h.

Para examinar a atividade do biofilme, os meios foram descartados e as células
fracamente aderentes foram removidas por lavagem completa com dgua deionizada e deixadas
secar ao ar antes da coloragéo. O biofilme foi corado com 1 mL de corante cristal violeta a 0,4%
(p/v) por 10 min. A inibicdo do biofilme foi observada por microscopia de luz, com o aumento
de 40x.
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3. RESULTADOS
3.1 Lectinas utilizadas

Nos testes de verificacdo da esterilidade, algumas lectinas ndo se mostraram
adequadas para prosseguir nos testes devido a contaminagdo microbiana, mesmo apos a
exposicdo a radiacdo UV. Desta forma, apresentamos na tabela 5 as lectinas que viaveis para a
pesquisa.
3.2 Producéo de biofilme
3.2.1 Vermelho congo - AVC

No crescimento sobre o meio foi possivel selecionar as cepas que apresentaram a
melhor producdo de exopolissacarideo indicado pela zona de crescimento com coloracéo

enegrecida no agar, como podemos observar na figura 4.

Figura 4 - Bactérias positivas para o teste de vermelho congo.

Fonte: Autora, 2022. A - Vibrio alginolyticus 39, B - Vibrio parahaemolyticus 53, C - Pseudomonas 246B, D -
Salmonella LAMAP 18, E - Streptococcus mutans.

3.2.2 Teste de aderéncia em vidro e em microplacas de poliestireno (TMC)

Apbs o resultado positivo no teste do vermelho congo, as cepas foram submetidas

ao teste de aderéncia em vidro e em microplacas com os resultados expressos na Tabela 6.
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Tabela 6 — Resultado do teste de aderéncia em vidro e em microplacas de poliestireno.

ADERENCIA EM

CEPAS ADERENCIA AO VIDRO MICROPLACA

Pseudomonas 246B +++ 4+

Salmonella ser. Brandeirup ++ +
LAMAP 18
Streptococcus mutans + +
INCQS 00446

Vibrio alginolyticus 39 ++ ++
Vibrio parahaemolyticus 53 +++ ++

Fonte: Autora, 2022. Forte (+++), Moderada (++), Fraca (+).

Como podemos observar todas as cepas foram capazes de produzir biofilme
principalmente Pseudomonas 246B e Vibrio parahaemolyticus 53 que produziram a maior
guantidade de exoppolissacarideos em relacéo as outras cepas, de modo geral os testes foram
capazes de confirmar que as cepas testadas sdo produtoras de biofilme e, portanto, poderao ser
utilizadas na atividade antibiofilme. Quando comparamos o resultado dos dois testes
percebemos que os resultados foram parecidos, com excessdo das cepas de Vibrio
parahaemolyticus 53 e Salmonella ser. Brandeirup LAMAP 18 que tiveram uma maior

producéo de biofilme no teste de aderéncia em vidro.

3.3 Minima concentracdo inibitoria - MIC

As lectinas de algas marinhas usadas no presente trabalho: AML, BSL, BTL e SFL
ndo apresentaram atividade antibacteriana contra as cepas testadas (TABELA 4), mesmo na
concentragdo de 500 pug.mL™ que foi a maior usada no teste.

As lectinas de invertebrados marinhos ALL e AFL também foram testadas em
relacdo a capacidade de inibir o crescimento das bactérias da tabela 4. Como resultado foi
observado que ALL e AFL foram capazes de inibir o crescimento das bactérias Gram positivas
Staphylococcus aureus ATCC 25923 e Streptococcus mutans nas concentragdes de 250 e 500
ug.mLt. Na tabela abaixo estd demostrado os resultados obtidos no teste de MIC, podemos

observar que apenas as lectinas de invertebrados apresentaram atividade antibacteriana.
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Tabela 7 — Resultados da atividade antibacteriana das lectinas em concentrac6es de 250/500

pg.mL?t

AML BTL BSL SFL ALL AFL
S. aureus ATCC 25923 -/- -/- -/- - 4+ 4+
S. mutans INCQS -/- -/- -/- -- 4+ A+
E. coli ATCC 25922 -/- -/- - -l -/- -/-
Samonella ser. Brandeirup Lamap 18  -/- -/- -/- -/- -/- -/-
Pseudomonas 246B -/- -/- -/- -/- -/- -/-
V. parahaemolyticus 53 -/- -/- - -l -- --
V. alginolyticus 39 -/- -/- -/- -/- -/- -/-

Fonte: Autora, 2023. Em destaque as lectinas que apresentaram resultados positivos.

4.4 Aglutinacdo de células bacterianas

De acordo com os resultados da aglutinagdo de bactérias pelas lectinas de
organismos marinhos foi possivel afirmar que tanto as lectinas de algas, como as de
invertebrados marinhos foram capazes de aglutinar algumas cepas testadas, no grafico 1
podemos observar a porcentagem de aglutinacdo das lectinas com relacdo ao total de cepas
bacterianas usadas no teste e na tabela 8 temos um resumo das cepas que foram aglutinadas por
cada lectina.

Gréafico 1 — Porcentagem de cepas bacterianas aglutinadas pelas lectinas.

100,00%
20,00%

60.00%%

40.00%
20.00%% I

0.00%
AML AFL ALL BSL BTL SFL

Algas Marinhas [ |
Invertebrados Marinhoz Bl

Fonte: Autora, 2023.
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Tabela 8 - Resultado do teste de aglutinag&o de células bacterianas por lectinas de organismos
marinhos em concentragdes de 100 e 1000 pg.mL™.

AML BTL BSL SFL ALL AFL

S. aureus ATCC 25923 ~/- +H+ -+ -+ -+ -/
S. mutans INCQS -/+ -+ -+ -/- -+ -+
E. coli ATCC 25922 +H+ -+ -+ -+ -+ A
Samonella ser. Brandeirup Lamap 18 -/+ i+ -/- -/- -+ -+
Pseudomonas 246B -/- -/- -/- -/- -/- -/-
V. parahaemolyticus 53 -/- -/- -/- -/- -/- -/-
V. alginolyticus 39 -/- -/- -/- -/- -/- -/+

Fonte: Autora, 2023.

As lectinas de algas foi observado que AML conseguiu aglutinar E. coli nas
concentracOes de 100 e 1000 pg.mL™, Salmonella multirresistente na concentragio de 1000
ng.mL* e Streptococcus mutans na concentragio de 1000 ug.mL?* (FIGURA 3a). Ja a lectina
SFL foi capaz de aglutinar E. coli na maior concentracéo e aglutinou também S. aureus mas de
forma mais fraca (FIGURA 5b). A lectina BSL aglutinou E. coli e S. aureus mas de forma bem
fraca e aglutinou também S. mutans de forma um pouco mais forte de acordo com as imagens
em relacdo as espécies de E. coli e S. aureus (FIGURA 5c¢) e BTL aglutinou fracamente E. coli
e S. mutans mas foi capaz de aglutinar de forma mais forte as bactérias S. aureus e Salmonella
multirresistente (FIGURA 3d).

Na aglutinacdo das lectinas de invertebrados marinhos foi verificado que a AFL foi
capaz de aglutinar as cepas de E. coli, Vibrio alginolyticus e Salmonella multirresistente ambos
na concentracio de 1000 pg.mL™? (FIGURA 4a). Ja a lectina ALL foi capaz de aglutinar as

cepas de E. coli, S. aureus e Salmonella multirresistente (FIGURA 6D).
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Figura 5 — Imagens da aglutinacdo de celulas bacterianas monocultura por acéo de lectinas de
algas marinhas.
a) AML

- \
-
-

Fonte: Autor, 2022. 1- E.coli controle (solugdo de NaCl 0,85%), 2- E.coli com AML 100 pg.mL™?, 3- E.coli com
AML 1000 pug.mLt, 4- Salmonella controle (solugéo de NaCl 0,85%), 5- Salmonella com AML 1000 pg.mL?,
6- S. mutans controle (solucdo de NaCl 0,85%), 7- S. mutans com AML 1000 pg.mL™*,

b) SFL

Fonte: Autora, 2022. 1- Controle E.coli (solugéo de NaCl 0,85%), 2- E.coli com SFL1000 ug.mL™%, 3- Controle
S.aureus (solugdo de NaCl 0,85%), 4- S.aureus com SFL 1000 pg.mL™.
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c) BSL

Fonte: Autora, 2022. 1- Controle E.coli (solugdo de NaCl 0,85%), 2- E.coli com BSL 1000 pg.mL™?, 3- Controle
S.aureus (solugdo de NaCl 0,85%), 4- S.aureus com BSL 1000 pg.mL™?, 5- S. mutans controle (solugéo de NaCl
0,85%), 6- S. mutans com BSL 1000 pg.mL™.

d) BTL
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Fonte: Autora, 2022. 1- E. coli controle (solugéo de NaCl 0,85%), 2- E.coli com BTL 1000 ug.mL?, 3- S.aureus
controle (solugéo de NaCl 0,85%), 4- S.aureus com BTL 100 pg.mL?, 5- S.aureus com BTL 1000 pg.mL™?, 6-
Controle Salmonella (solugdo de NaCl 0,85%), 7- Salmonella com BTL 100 pg.mL*, 8- Salmonella com BTL
1000 pug.mL™?, 9- Streptococcus mutans controle (solucdo de NaCl 0,85%), 10- Streptococcus mutans com BSL
1000 pg.mL1.

Figura 6 - Imagens da aglutinacdo de células bacterianas monocultura por acdo de lectinas de
esponjas marinhas.
a) AFL

Fonte: Autora, 2022. 1- E. coli controle (solucdo de NaCl 0,85%), 2- E.coli com AFL 1000 pg.mL?, 3- V.
alginolyticus controle (solugdo de NaCl 0,85%), 4- V. alginolyticus com AFL 1000 ug.mL*, 5- Salmonella
controle (solugéo de NaCl 0,85%), 6- Salmonella com AFL 1000 ug.mL, 7- S. mutans controle (solucédo de NaCl
0,85%), 8- S. mutans com AFL 1000 pg.mL™,
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b) ALL

Fonte: Autora, 2022. 1- E. coli controle (solucdo de NaCl 0,85%), 2- E.coli com ALL 1000 pg.mL, 3- S.aureus
controle (solugdo de NaCl 0,85%), 4- S.aureus com ALL 1000 ug.mL, 5- Salmonella controle (solugdo de NaCl
0,85%), 6- Salmonella com ALL 1000 pug.mL%, 7- S. mutans controle (solucdo de NaCl 0,85%), 8- S. mutans com
ALL 1000 pug.mL™,

4.5 Atividade antiflngica

As lectinas de organismos marinhos ndo foram capazes de inibir o crescimento da
levedura Candida albicans INCQS (FIGURA 7a). Entretanto, algumas lectinas inibiram o
crescimento do fungo filamentoso Aspergillus niger, como observado com AML, SFL e AFL
na concentracdo de 100 pug.mL?, BSL e ALL nas concentragbes de 100 e 500 pg.mL*

(FIGURA 7b). Na tabela 9 temos um resumo dos resultados da atividade antifingica.
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Tabela 9 — Resultados da atividade antifangica das lectinas extraidas deorganismos marinhos
em concentragGes de 100 e 500 pg.mL-!

AML BTL BSL SFL ALL AFL
Candida albicans -/- -I- -/- -/- -/- -/-
Aspergillus niger +/- -/- +/+ +/- +/+ +/-

Fonte: Autora, 2023.

Figura 7 — Resultados dos testes de atividade antifungica das lectinas de organismos marinhos.

a) Candida albicans

Fonte: Autora, 2022. 1- AML na concentragao de 100 e 500 pug.mL*, 2- SFL na concentragdo de 100 e 500 pug.mL-
!, 3- BSL na concentragdo de 100 e 500 ug.mL™, 4- BTL na concentracdo de 100 e 500 pg.mL™?, 5- AFL na

concentracdo de 100 e 500 ug.mL* e 6- ALL na concentragdo de 100 e 500 ug.mL‘l
OBS: Todos resultados estdo em duplicada incluindo o controle negativo (Agua destilada estéril) e o controle

positivo (Nistatina na concentragdo de 100 pug mL™?).
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b) Aspergillus niger

Fonte: Autora, 2022. 1- AML na concentracéo de 100 e 500 pg.mL™, 2- SFL na concentracéo de 100 e 500 pg.mL-
!, 3- BSL na concentragdo de 100 e 500 ug.mL™, 4- BTL na concentracdo de 100 e 500 pg.mL™?, 5- AFL na
concentracdo de 100 e 500 pg.mL* e 6- ALL na concentragdo de 100 e 500 ug.mL™.

OBS: Todos resultados estido em duplicada incluindo o controle negativo (Agua destilada estéril) e o controle
positivo (Nistatina na concentragdo de 100 pug mL™?).

4.6 Letalidade contra nauplios de Artemia sp.

Os testes de letalidade contra nadplios de artemia foram realizados para as todas as
lectinas. A Unica que apresentou letalidade contra nauplios de Artemia foi SFL, como observado
no grafico 2, onde o LC50 da SFL foi de 55,5 pg. mL™. A letalidade aumentou conforme o
aumento da concentragdo da proteina, sugerindo que a toxicidade da SFL contra nadplios de

artemia é dose dependente.
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Gréfico 2 - Ensaio de letalidade contra nauplios de Artemia sp.
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Fonte: Autora, 2023.

4.7 Atividade antibiofilme

As lectinas testadas mostraram um potencial antibiofilme frente as cepas
bacterianas. Na figura 8a podemos observar os resultados de AML que foi capaz de reduzir o
biofilme da Salmonella multirresistente, S. mutans e V. alginolitycus nas concentracfes 50 e
100 pg.mL? e E. coli, S.aureus, Pseudomonas e V. parahaemolyticus na concentragio 100
ug.mLt. AML foi capaz de reduzir o biofilme de todas as cepas testadas algumas mais do que
outras como veremos adiante nas imagens principalmente na maior concentracdo usada.

A lectina SFL inibiu o biofilme das bactérias Salmonella multirresistente nas
concentragdes 50 e 100 ug.mL2, e S. aureus, S. mutans, Pseudomonas 246B e V. alginolitycus
na concentragio de 100 pg.mL* (FIGURA 8b).

BSL apresentou atividade antibiofilme contra Salmonella nas concentracdes 50 e
100 pg.mL e para E. coli apenas na concentracdo de 100 pg.mL™. Entretanto, o resultado ndo
foi tdo expressivo quando comparado com as outras bactérias, S. aureus e S. mutans foram
inibidas na maior concentracdo. O melhor desempenho foi observado contra o V. alginoliticus
em que BSL inibiu de forma proeminente o biofilme nas duas concentracgdes testadas (figura
8c).

BTL inibiu a formacdo do biofilme apenas das bactérias Salmonella na
concentragéo de 100 pg.mL™, enquanto para S. aureus e S. mutans, nas concentragdes 50 e 100
ug.mL* (FIGURA 8d).
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ALL, a Unica lectina de invertebrado marinho utilizada no teste, foi capaz de inibir
a formacdo do biofilme das bactérias: Salmonella e Vibrio alginolyticus nas concentracdes 50
e 100 pg.mL?, e S. aureus, S. mutans E. coli e Vibrio parahaemolyticus na concentragio de

100 pg.mL!. Na tabela 10 temos um resumo dos resultados da atividade antibiofilmes

desempenhada pelas lectinas de organimos marinhos.

Tabela 10 — Resultado do teste de atividade antibiofilme bacteriano de lectinas extraidas de

organismos marinhos nas concentragdes 50 e 100pg.mL™.

AML BTL BSL SFL ALL

S. aureus ATCC 25923 -[+ +/+ -/+ -/+ -/+
S. mutans INCQS +/+ +/+ -[+ -/+ -/+
E. coli ATCC 25922 -[+ -/- -/+ -/- -[+
Samonella ser. Brandeirup Lamap 18 +/+ -+ +/+ +/+ +/+
Pseudomonas 246B -[+ -/- -/- -/+ -/-
V. parahaemolyticus 53 -[+ -/- -/- -/- -1+

+/+ -/- +/+ -+ +/+

V. alginolyticus 39

Fonte: Autora, 2023.

Figura 8 — Imagens dos resultados do teste de atividade antibiofilme das lectinas de organismos

marinhos.
a) AML
CONTROLE 50 pg.mLt 100 pg.mL?
g - -
g
E
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§
ui




Pseudomonas S. mutans S. aureus

V. alginolitycus

V. parahaemolitycus

Fonte: Autora, 2022. Imagens obtidas a partir do aumento em 40x de um microscopio optico.

b) SFL
CONTROLE 50 pg.mLt 100 pg.mL?

Salmonella

S. aureus
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S. mutans

Pseudomonas

V. alginolitycus

Fonte: Autora, 2022. Imagens obtidas a partir do aumento em 40x de um microscopio optico.

c) BSL
CONTROLE 50 pg.mL1

Salmonella

E. coli

S. aureus

66



S. mutans

V. alginolitycus

d) BTL

Salmonella

S. aureus

S. mutans

Fonte: Autora, 2022. Imagens obtidas a partir do aumento em 40x de um microscopio optico.

CONTROLE 50 pg/mL 100 pg/mL

Fonte: Autora, 2022. Imagens obtidas a partir do aumento em 40x de um microscopio optico.
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e) ALL

- .coli : S. aureus
V. alginolitycus E. coli S. mutans Salmonella

V. parahaemolitycus

CONTROLE 50 pg/mL 100 pg/mL

Fonte:

Autora, 2022. Imagens obtidas a partir do aumento em 40x de um microscépio optico.
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4. DISCUSSAO

As cepas bacterianas usadas no presente trabalho foram submetidas a diversos testes
como mencionado nos resultados, a fim de descobrir se possuiam caracteristicas satisfatorias
para aplicacdo nos ensaios, principalmente em relacdo a producdo de biofilme.

Inicialmente realizou-se uma triagem e em seguida foram selecionadas 7 cepas
bacterianas. Todas apresentaram capacidade de producdo de biofilme, com destaque para
Pseudomonas que apresentou os melhores resultados nos testes de vermelho congo e de
aderéncia em tubos e microplacas. As bactérias pertencentes a este género sdo em sua maioria
patdgenos oportunistas, sendo consideradas uma ameaca, pois se adaptam a varios ambientes
(LEE; YOON, 2017). Com frequéncia sdo encontradas na industria alimenticia, onde
contaminam materiais utilizados no processamento dos alimentos, ocasionando a chamada
contaminagéo cruzada (CUNAULT et al., 2018; ROSSI et al., 2018). Algumas cepas de origem
ambiental podem ser induzidas a produzir antibidticos quando sdo desafiadas a coexistir com
potenciais linhagens concorrentes, provocando assim uma resposta antagonica (BURGESS et
al., 1999). Pseudomonas sdo notadamente conhecidas por serem excelentes produtoras de
biofilme e de maneira geral diversos fatores estdo relacionados com essa producdo (LEE;
YOON, 2017).

A outra cepa que apresentou bons resultados nos testes de producao de biofilme foi
o Vibrio parahaemolyticus, que é uma das bactérias mais presente no cultivo de camardo e sua
presenca em biofilme proporciona maior resisténcia ao estresse, contribuindo para a
persisténcia dos patdgenos no meio, o que pode ameagcar a industria de pescado (WANG et al.,
2022). Alguns estudos demostraram que V. parahaemolyticus pode formar biofilme na
superficie de camardes e em superficies abidticas como a¢o inoxidavel, poliestireno, chapas de
fibra, caixas de polipropileno, vidro, podendo ainda estar presente nas superficies internas dos
tubos das redes de distribuicdo de agua o que vem a ser um risco para os cultivos (HAN et al.,
2016; ASHRAFUDOULLA et al., 2019).

V. parahaemolyticus forma biofilme usando flagelos polares e laterais, pili e
secrecdo de adesinas, respectivamente. A motilidade facilita a interacdo celular com a
superficie, bem como a infeccdo virulenta das células hospedeiras (ROSSI et al., 2018). A
patogenicidade de uma cepa e sua capacidade de formar biofilmes sdo propriedades
relacionadas. Song e colaboradores (2017) descobriram que V. parahaemolyticus patogénico
acumula mais matriz de biofilme do que cepas nao patogénicas, assim essa bactéria em biofilme

apresenta mais riscos podendo prejudicar tanto os animais nos cultivos aquicolas como a
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indUstria de pescados, afetando também o mercado consumidor. Por isso, que a descoberta de
novos compostos que combatam a formacdo de biofilmes dessas bactérias presentes nos
ambientes aquicolas € um assunto tdo atual e tdo relevante, ja que se faz necessario a busca por
solucdes.

No presente estudo foram selecionadas 6 lectinas, 4 pertencentes a algas marinhas
vermelhas (AML, BSL, BTL e SFL) e 2 pertencentes a esponjas marinhas (AFL e ALL). Na
literatura € possivel encontrar varias lectinas de organismos marinhos que apresentaram
diversas atividades biologicas, por isso essas lectinas foram escolhidas. Nos ensaios de biofilme
ndo foi utilizada a lectina AFL devido a dificuldade de se encontrar a matéria-prima (esponja
marinha Aplysina fulva) para isolar a proteina.

4.1 Atividade antibacteriana

5.1.1 Minima Concentracao Inibitéria - MIC

As lectinas de algas marinhas ndo exibiram atividade antibacteriana, embora esse
fato ndo seja isolado, visto que outras lectinas apresentaram resultado similar, como é o caso
da MEL, lectina isolada da alga marinha vermelha Meristiella echinocarpa, que ndo mostrou
atividade antibacteriana quando testada com as mesmas cepas de Staphylococcus aureus ATCC
25923, Escherichia coli ATCC 25922 e Salmonella ser. Brandeirup Lamap 18 (CHAVES et
al., 2018). Os resultados encontrados no presente trabalho estdo de acordo com Chaves (2018),
onde foi observado que a lectina SFL n&o apresentou atividade antibacteriana contra algumas
cepas, inclusive iguais as do trabalho em questdo (Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Escherichia coli ATCC 25922 e Samonella ser. Brandeirup Lamap 18). E interessante
mencionar que algumas lectinas de algas marinhas obtiveram éxito contra o crescimento
bacteriano, constatando que podem apresentar atividade antibacteriana, como € o caso da lectina
(EDA) isolada da alga marinha vermelha Eucheuma denticulatum que inibiu o crescimento da
bactéria Vibrio alginolyticus (HUNG et al., 2015).

Ja AFL e ALL apresentaram atividade antibacteriana contra bactérias Gram
positivas, similar a outras lectinas de esponjas como a CvL, isolada da Cliona varians, que
também apresentou atividade antibacteriana contra bactérias Gram positivas, inibindo em 90%
as bactérias Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (MOURA et al., 2006). Um outro
exemplo de lectina de invertebrado marinho com potencial antibacteriano é a rAjGal-1,

originada do pepino do mar Apostichopus japonicus, que exibiu atividade antibacteriana contra
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as bactérias Gram negativas Vibrio splendidus e Escherichia coli, sendo verificado que a
rAjGal-1 participa do sistema imunoldgico do A. japonicus eliminando patgenos invasores
(ZHANG et al., 2020). As atividades antimicrobianas dos fatores humorais sdo mecanismos
importantes e eficazes para o hospedeiro eliminar patdgenos (ZHANG et al., 2020).

A Pp-Lec lectina, purificada da hemolinfa do caranguejo azul Portunus pelagicus,
apresentou atividade antibacteriana contra diversas bactérias Gram positivas e Gram negativas,
inclusive contra Pseudomonas e V. parahaemolyticus, espécies também testadas no presente
trabalho, entretanto nem AFL e nem ALL apresentaram potencial antibacteriano contras esses
microrganismos (JAYANTHI et al., 2017).

Ao que tudo indica as lectinas provavelmente estdo envolvidas na imobilizacéo de
bactérias, ligacdo e destruicdo das paredes celulares das bactérias, resultando na inibicdo ou
terminacdo do crescimento do microrganismo (TUNKIJJANUKIJ; OLAFSEN, 1998;
JAYANTHI et al., 2017).

Acredita-se que lectinas que possuem atividade antibacteriana estejam envolvidas
na resposta imune do organismo, além disso, podem ter aplicacdes biotecnologicas. Ha casos
de lectinas de invertebrados marinhos que ndo apresentaram acao antibacteriana e mesmo assim
foram capazes de reduzir a biomassa de biofilme de algumas bactérias, € o caso da CCL lectina
da esponja marinha Chondrilla caribensis (MARQUES et al., 2018).

Os mecanismos pelos quais as lectinas exercem sua atividade ndo sdo bem
descritos, mas acredita-se que sua atividade antibacteriana contra bactérias Gram-positivas e
Gram-negativas ocorra por meio de interacdes das lectinas com componentes da parede celular
bacteriana, incluindo &cidos teicdico e teicurdnico, peptidoglicanos e lipopolissacarideos
(VASCONCELOS et al., 2014; PAIVA et al., 2010). Algumas lectinas, mesmo apresentando
a mesma especificidade para determinado agucar, podem expressar diferentes atividades contra
o0 crescimento dos microrganismos, que pode ser explicado por suas caracteristicas intrinsecas
(VASCONCELOS et al., 2014).

5.1.2 Aglutinacédo de células bacterianas

A aglutinacdo de bactérias é outra atividade antibacteriana que pode ser
desempenhada por lectinas de organismos marinhos. Chaves (2018) usando a lectina SFL
encontrou resultado positivo (células bacterianas agregadas) para E. coli e S. aureus,
semelhante ao que foi observado no presente trabalho (CHAVES, 2018). Outro exemplo é a

MEL, lectina isolada da alga marinha vermelha Meristiella echinocarpa, que aglutinou as cepas
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de Salmonella multirresistente, fato também observado na presente tese com a AML e BTL.
MEL ainda foi capaz de aglutinar a cepa patogénica de Vibrio alginolyticus, mas no trabalho
em questdo apenas a lectina da esponja marinha Aplysina fulva (AFL) apresentou resultado
similar (CHAVES et al., 2018).

Todas as lectinas testadas foram capazes de aglutinar E. coli, entretanto algumas
tiveram uma aglutinagdo mais pronunciada (AML, SFL e AFL), isso pode ser devido ao
reconhecimento mais especifico dos carboidratos presentes na superficie celular da E. coli.
Como mencionado anteriormente, as lectinas tém como principal caracteristica a capacidade de
se ligar reversivelmente a carboidratos de forma bastante especifica, assim podem se ligar aos
polissacarideos e lipopolissacarideos presentes na superficie das células bacterianas causando
a aglutinacdo, mas qualquer variacdo de polissacarideos vai afetar esse reconhecimento e
consequentemente a aglutinacdo (WILSON; CHEN; RATCLIFFE, 1999).

A lectina ALL ja havia sido testada quanto a aglutinagdo por Carneiro e
colaboradores (2017) e aglutinou E. coli e S. aureus ambas ATCC, no presente trabalho foram
encontrados 0s mesmos resultados. Entretanto, o ensaio foi realizado com mais cepas, dessa
forma ALL aglutinou também estirpes de Salmonella multirresistente e Streptococcus mutans.
E interessante mencionar que no teste de MIC, ALL foi capaz de inibir o crescimento das cepas
S. aureus e S. mutans, apesar de que muitas vezes uma lectina pode ter atividade aglutinante e
ndo apresentar atividade antibacteriana, ja que os mecanismos envolvidos sdo diferentes.
Resultados similares foram encontrados para a lectina rAjGal-1 do pepino do mar Apostichipus
japonicus, gue aglutinou e inibiu o crescimento de Vibrio splendidus e Escherichia coli e na
lectina CglLec-4E da ostra Crassostrea gigas que aglutinou e inibiu o crescimento de Vibrio
alginolyticus (ZHANG et al., 2020; CHE et al., 2021).

Chikalovets et al. (2016) relataram que a lectina MTL, obtida a partir do mexilhéo
Mytilus trossulus, foi capaz de aglutinar fortemente Vibrio proteolyticus e, quando foi pré-
incubada com D-galactose, seu acucar inibidor especifico, a atividade aglutinante foi
completamente abolida, confirmando que a aglutinacdo ocorre a partir do reconhecimento da
lectina a galactose presente na superficie das células de V. proteolyticus. HGA-2 e ELEL, que
sdo especificas a galactosideos, também apresentaram aglutinacdo de bactérias
(CHIKALOVETS et al., 2016; MELO et al., 2014; CARNEIRO et al., 2015), das lectinas
testadas no trabalho em questdo apenas ALL ¢ inibida por galactosideos. As interacdes
galectina-glicano sdo essenciais para diversos processos imunoldgicos, incluindo
reconhecimento de padrées, imunomodulacdo e respostas imunes (RABINOVICH;

TOSCANO, 2009). A capacidade das lectinas da esponja de se ligar a carboidratos especificos
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em ceélulas bacterianas poderia ser usada para desenvolver novos agentes antimicrobianos
(GARDERES et al., 2015).

Para tentar explicar o mecanismo da aglutinacdo alguns estudos afirmam que varias
estruturas glicosiladas presentes na superficie celular das bactérias Gram-positivas e Gram-
negativas podem ser reconhecidas pelas lectinas, incluindo peptidoglicano, polissacarideos
capsulares, acido teicéico além dos polissacarideos e lipopolissacarideos (CARNEIRO et al.,
2017; PREETHAN et al., 2020; ZHANG et al., 2020).

A aglutinacdo pode desempenhar um papel crucial na eliminacdo de possiveis
patdégenos em invertebrados marinhos, assim as lectinas presentes nesses organismos podem
estar envolvidas no sistema imune (CHIKALOVETS et al., 2016).

Antigamente os testes de aglutinacdo eram usados para diferenciar e identificar
cepas bacterianas, depois de alguns anos a identificacdo de bactérias pode ser realizada através
de técnicas mais modernas e precisas, entretanto uma aplicacao biotecnolégica interessante para
lectinas que aglutinam bactérias seria no intuito de ajudar a combater infec¢des, onde ajudariam
a direcionar de forma mais precisa e eficiente o uso de antibioticos, ja que as células bacterianas
vao estar unidas devido a aglutinacdo, aumentando assim a eficiéncia do medicamento dando
respostas mais rapidas ao tratamento (SLIFKIN; DOYLE, 1990; HASSAN et al., 2020).

4.2 Atividade antifingica

No presente trabalho tanto as lectinas de algas marinhas vermelhas (AML, BTL,
BSL e SFL) quanto as de esponjas (ALL e AFL) apresentaram atividade antifungica, mas
somente frente ao fungo filamentoso Aspergillus niger inibindo seu crescimento. A. niger é um
fungo onipresente de distribuicdo mundial e vida saprofita, sendo uma das espécies mais
isoladas do género Aspergillus em infeccGes oportunistas que ocorrem em humanos, onde
causam doencas primarias e secundarias na pele, além de doencas pulmonares e também é
conhecido por ser um contaminante de alimentos (REYES et al, 2013). O A. niger produz
melanina que é um pigmento biol6gico envolvido na patogenicidade do fungo além disso,
conferem aos microrganismos flngicos a capacidade de tolerar ambientes extremos e hostis ja
que desmpenham mdltiplas fungdes bioldgicas como fotoprotecdo, termorregulacgéo, ligacdo a
radicais livres e metais, protecdo contra desidratacdo, estressores quimicos e mecanicos
(CORDERO; CASADEVALL et al, 2017). A produgcdo de melanina aumenta

significativamente a viruléncia de muitos fungos patogénicos humanos importantes
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(NOSANCHUK et al., 2015), por isso a descoberta de compostos que inibam o crescimento
desses microrganismos é importante.

Os fungos sédo um problema de saude publica extremamente negligenciado e com
poucas opcdes de tratamento, tal fato foi confirmado com os diversos casos de aspergiloses que
acometeram pacientes internados por conta da COVID-19 fungos (DOURADO et al., 2021).
Pesquisadores temem que as drogas disponiveis no mercado ndo sejam capazes de controlar
novos surtos fungicos, o que se faz necessario mais ferramentas de tratamento, o que torna ser
de extrema importancia encontrar substancias capazes de atuar no combate desses fungos
(DOURADO et al.,, 2021), aumentando assim o interesse nas lectinas com potencial
antifungico.

Diversas lectinas obtidas a partir de organismos marinhos podem apresentar
atividade antifungica podendo inibir o crescimento ou causar aglutinacdo. Como exemplos
temos a MTL isolada do bivalve marinho Mytilus trossulus e a GCL isolada do mexilh&o
Crenomytilus grayanus, que inibiram o desenvolvimento de diversos fungos dentre eles o
género Aspergillus (CHIKALOVETS et al., 2016; CHIKALOVETS et al., 2015). A HOL-30
uma das lectinas isolada da esponja marinha Halichondria okadai foi capaz de inibir o
crescimento do A. niger similar aos resultados encontrados no presente trabalho (KAWSAR et
al., 2010), a Hp-Lec lectina do bivalve Hemifusus pugilinus inibiu o crescimento de fungos do
género Aspergillus incluindo o A. niger (SIVAKAMAVALLI et al., 2021).

A inibicdo do crescimento de fungos pode ocorrer através da ligacdo da lectina as
hifas, pois pode resultar em uma baixa absorcdo de nutrientes pelo fungo e a lectina pode
também prejudicar o processo de germinacdo de esporos (CHIKALOVETS et al., 2016). E
importante ressaltar, que a atividade antifingica desempenhada por lectinas pode estar
associada a resposta imune do organismo frente a infeccdo por patdgenos, onde executa um
reconhecimento especifico (CHIKALOVETS et al., 2016).

Além de atuarem na imunidade dos organimos, as lectinas podem ter aplicacfes
terapéuticas no tratamento de doencgas em humanos e aplica¢6es na industria de alimentos como
por exemplo no revestimento de filmes que tem por objetivo aumentar o tempo de prateleira
dos alimentos (CHIKALOVETS et al., 2016).

4.3 Letalidade contra nauplios de Artemia sp.

O ensaio de letalidade em Artemia é Gtil como um teste preliminar da toxicidade de

possiveis moléculas biologicamente ativas, sendo relevante a sua utilizacdo quando se estéa
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selecionando novos compostos. Ao exibir efeito tdxico, a lectina poderia ser entdo testada
contra células cancerigenas, visando a causar letalidade nas células cancerigenas,
potencializando sua utilizacdo como uma importante ferramenta biotecnoldgica de combate ao
cancer (CARNEIRO et al., 2012). Dessa forma, como objetivo do trabalho visa a aplicacdo na
aquicultura é possivel que as lectinas que apresentaram toxicidade ndo possam ser usadas ja
que sua utilizacdo poderia implicar no efeito toxico contra peixes e camardes cultivados. Além
disso, artemia salina € um microcrustaceo, que seria um modelo ideal de toxicidade para
crustaceos (LHULLIER; HORTA; FALKENBERG, 2006).

De todas as lectinas testadas apenas SFL exibiu toxicidade, semelhante ao
observado com a lectina H-1, uma das lectinas isoladas da esponja marinha Haliclona caerulea,
que foi capaz de matar 97% dos nauplios na concentragio de 100 pg.mL™. Ja a HGA-2, isolada
do pepino do mar Holothuria grisea, foi capaz de matar 100% dos nauplios na concentracédo de
50 e 100 pg.mL? (MELO et al., 2013; CARNEIRO et al., 2012). Ambos 0s resultados
observados evidenciaram que, tanto H-1 como HGA-2 exibiram baixos valores de LC50,
mostrando que em baixas concentracdes essas lectinas possuem uma alta letalidade. Dessa
forma, podemos concluir que possivelmente o uso de SFL poderia ocasionar problemas aos

animais cultivados.

5.4 Atividade Antibiofilme

Na literatura podemos encontrar diversas lectinas isoladas de organismos marinhos
que apresentaram atividade antibiofilme (CARNEIRO et al., 2017; MARQUES et al., 2018;
PREETHAN et al., 2019) e no presente trabalho todas as lectinas testadas foram capazes de
reduzir o biofilme das cepas utilizadas. Algumas lectinas conseguiram inibir o biofilme de um
namero maior de cepas do que outras, com destaque para AML que reduziu o biofilme de todas
as cepas testadas. ALL reduziu o biofilme das bactérias Gram-positivas e esses resultados
corroboraram com os testes de MIC, aglutinacéo e atividade antifungica, mostrando que de
todas as lectinas testadas no presente trabalho, ALL foi a que apresentou os melhores resultados.

A lectina AML e ALL foram as Unicas capazes de inibir o biofilme do patégeno
aquatico V. parahaemolyticus, resultado também observado na lectina isolada do camaréo
marinho Penaeus semisulcatus e na MmLec, isolada do camardo marinho Metapenaeus
monoceros (PREETHAM et al., 2020; PREETHAM et al., 2019). Outra lectina de organismo
marinho que também apresentou atividade antibiofilme contra V. alginolyticus foi a LvCT13,

isolada do camar&o marinho Litopenaeus vannamei (LI et al., 2014). V. parahaemolyticus é um
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dos patdgenos oportunistas que mais afeta o cultivo de camardes, e quando em biofilme, esse
risco € mais elevado (YILDIZ; VISICK 2009). Dessa forma, compostos que inibam esse
microrganismo se torna de extrema relevancia na aquicultura. E interessante mencionar que a
cepa de V. parahaemolyticus utilizada no presente trabalho foi isolada do canal de drenagem
de uma fazenda de carcinicultura localizada no Piaui, o que torna os resultados de AML e ALL
ainda mais promissores visando uma futura aplicacdo biotecnoldgica dessas moléculas na
carcinicultura.

As lectinas AML, BSL, SFL e ALL reduziram o biofilme de V. alginolyticus. Esse
resultado € significativo, visto que V. alginolytucus, assim como o V. parahaemolyticus, estdo
associados a quadros de infeccdo em organismos aquéaticos, como patdgeno oportunista
causador de vibriose em peixes, crustdceos e moluscos (ARUNKUMAR et al., 2020).
Consequentemente, compostos que inibam a formacdo de biofilme dessa bactéria podem ter
importantes aplicaces nos ambientes aquicolas.

Na literatura podemos encontrar algumas lectinas de esponjas marinhas que foram
capazes de inibir o biofilme de varias cepas bacterianas assim como ALL, como foram os
resultados encontrados com AFL, uma lectina da Aplysina fulva, HOL-18, uma das lectinas da
Halicondria okadai e da CCL, lectina de Chondrilla caribensis (CARNEIRO et al., 2018;
HASAN; OSEKI, 2019; MARQUES et al., 2018). Carneiro e colaboradores (2017) ja haviam
testado ALL frente a formacdo de biofilme das cepas E. coli e S. aureus, semelhante aos
resultados obtidos no presente trabalho, mesmo utilizando uma outra metodologia (Stepanovic
et al., 2000), utilizando-se um namero maior de cepas, incluindo bactérias de origem ambiental
e cepas comerciais. Os resultados obtidos mostraram que ALL reduziu a formagéo do biofilme
também da Salmonella multirresistente, Streptococcus mutans, Vibrio alginolyticus e Vibrio
parahaemolyticus demostrando um excelente potencial antibiofilme. Diante dos resultados
evidenciados nos testes antibiofilme, antibacteriano e antifungico podemos especular que ALL
possa estar envolvida na defesa imunol6gica da esponja Aplysina fulva.

A atividade antibiofilme de lectinas de algas BSL e HML ja foi previamente testada
por Vasconcelos e colaboradores (2014) onde reduziram o biofilme das bactérias S. aureus, S.
epidermidis e Pseudomonas aeruginosa todas ATCC. Entretanto, embora tenha sido observado
no presente trabalho, que BSL foi capaz de reduzir o biofilme da S. aureus e P. aeruginosa
testadas por Vasconcelos et al. (2014), ndo foi evidenciada a reducdo do biofilme bacteriano
produzido pela Pseudomonas testada, j& que se trata de uma cepa de origem possui

caracteristicas de variabilidade genética e mecanismos enzimaticos distintos e especificos.
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Teixeira e colaboradores (2014) testaram BTL e BSL contra o biofilme de algumas
cepas clinicas do género Streptococcus, pesquisando a prevencdo da adesdo inicial dessas
bactérias causadoras de caries pelas lectinas dessas algas. BSL inibiu mais de 75% da adeséo
de S. sanguis, S. mitis, S. sobrinus e S. mutans, chegando a 92% para este ultimo. A BTL obteve
resultados estatisticamente significativos apenas em S. mitis e S. sobrinus, cuja adeséo foi
reduzida em 32,5% e 54,4%, respectivamente (TEIXEIRA et al., 2014). No presente trabalho,
BTL e BSL foram testadas frente a uma cepa de origem ambiental de S. mutans, apresentando
resultados bastante satisfatorios, principalmente na maior concentragdo testada (100 pg.mL™),
a mesma usada por Teixeira et al. (2007). Assim, podemos comprovar o potencial antibiofilme
dessas duas lectinas de algas marinhas vermelhas, como ferramentas biotecnoldgicas.

Quando comparamos os resultados da inibicdo do crescimento bacteriano e 0s
resultados do teste antibiofilme, podemos observar que as lectinas, mesmo nao inibindo o
crescimento das bactérias em concentracdes de até 500 pg.mLt, com excecéo da AFL e ALL,
foram capazes de reduzir o biofilme das cepas em concentragdes de 50 e 100 pg.mL™. Alguns
autores sugeriram que a formacéo de grandes agregados, causa uma diminuicdo no nimero de
bactérias aderentes, o que pode explicar porque algumas lectinas podem inibir a formacéo de
biofilme em vez de reduzir o crescimento bacteriano (VASCONCELOS et al., 2014), resultados
similares encontrados em diversos estudos (VASCONCELOS et al., 2014; MARQUES et al.,
2018; CARNEIRO et al., 2017).

Além disso, indicaram que a formacdo de biofilme esta diretamente relacionada ao
tipo de lipopolissacarideo produzido pela bactéria e as habilidades de algumas lectinas em inibir
a formacdo de biofilme pode resultar de interacGes entre a lectina e o lipopolissacarideo,
afetando a aderéncia dessas bactérias e, assim, influenciando a formacgdo do biofilme
(VASCONCELOS et al., 2014).

As lectinas de organismos marinhos possuem potencial como importantes
ferramentas biotecnoldgicas para aplicagdes nas ciéncias biomédicas como também na
aquicultura, sendo, portanto, de grande interesse os estudos que busquem descobrir possiveis
atividades bioldgicas desempenhadas por essas proteinas, incluindo atividade antimicrobiana e

antibiofilme.
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CONCLUSAO

No presente trabalho foi demostrado que as lectinas de organismos marinhos AML, SFL, BSL
e BTL isoladas de algas marinhas vermelhas, e ALL e AFL de esponjas marinhas possuem
atividades antimicrobianas e antibiofilme. Algumas exibiram um maior potencial que as outras,
como a ALL, que tem acdo antibiotica restrita contra bactérias Gram-positivas, atividade
antibiofilme de amplo espectro, especificamente contra espécies de Vibrio de interesse clinico
humano e zootécnico na aquicultura, além disso apresentou atividade antifungica contra o fungo
filamentoso Aspergillus niger. AML foi a Unica lectina, capaz de reduzir o biofilme bacteriano
de todas as cepas testadas, € um resultado bastante relevante visto que as cepas Gram positivas
e Gram negativas possuem paredes celulares diferentes e portanto, suas caracteristicas
estruturais divergem e mesmo nessas condicdes AML possui mecanismos capazes de inibir o
biofilme de ambas estruturas, mostrando um potencial biotecnoldgico relevante. Os resultados
obtidos no presente trabalho sugerem fortemente que as lectinas de organismos marinhos
podem ser importantes ferramentas biotecnoldgicas, com uma vasta aplicacdo em diversas areas

inclusive na aquicultura.
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