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RESUMO

Lectinas sao proteinas que reconhecem e se ligam a carboidratos e glicoconjugados de maneira
reversivel. Devido a sua especificidade por carboidratos, essas moléculas podem apresentar
uma variedade de propriedades interessantes para as areas da biotecnologia e biomedicina, tais
como atividades antivirais, antibacterianas e antitumorais. Atualmente existe uma urgéncia
global para a bioprospec¢ao de novas moléculas capazes de combater bactérias resistentes, que
representam um grave problema para a saude publica. No presente trabalho trés lectinas de
algas marinhas vermelhas pertencentes a familia OAAH (homoélogas a aglutinina de
Oscillatoria agardhii), Amansia multifida (AML), Meristiella echinocarpa (MEL) e Solieria
filiformis (SfL), foram purificadas através de cromatografia de troca idnica em matriz de
DEAE-Sephacel e o potencial antibacteriano dessas lectinas foi avaliado pelo método
checkerboard, em associagdo com oxacilina e tetraciclina, contra as cepas Escherichia coli
ATCC 11303, Staphylococcus aureus ATCC 25963 e S. aureus ATCC 700698 (MRSA).
Modelos tridimensionais de AML e MEL também foram construidos in silico e analisados
quanto ao possivel sitio de reconhecimento de carboidratos. A modelagem tridimensional das
lectinas revelou que, em geral, elas se assemelham a estruturas de B-barril, com cerca de 10
fitas antiparalelas em cada cadeia, comum em lectinas da familia OAAH. Pela predicao dos
sitios de ligacdo, verificou-se que os aminoacidos que interagem com os carboidratos estao
situados nas posicdes W'# R?30 E?8 ¢ 126! para AML e W' R??° E?7 ¢ 120 para MEL. De
acordo com arvore filogenética construida com base em suas estruturas primarias, MEL e SfL
estdo bem agrupadas entre as lectinas da familia OAAH, porém AML se situa mais proxima as
lectinas de bactérias e cianobactérias precursoras da familia. AML, MEL e SfL. em associagdo
com oxacilina exibiram intera¢do antagdnica ou ndo interacao com o antibidtico contra as cepas
testadas. Por outro lado, AML e MEL exibiram efeito sinérgico em combinagdo com
tetraciclina contra S. aureus ATCC 25963, além de efeito aditivo contra MRSA e E. coli ATCC
11303. SfL em associacao com tetraciclina exibiu efeito sinérgico e efeito aditivo contra S.
aureus ATCC 25963 e MRSA, respectivamente. Verifica-se o potencial antibacteriano que as
lectinas da familia OAAH possuem no combate as bactérias resistentes, em combina¢do com
tetraciclina. Estudos mais aprofundados sdo necessarios para entender como ocorre a interagao

entre as proteinas e os antibioticos.

Palavras-chave: lectinas de algas marinhas; estrutura tridimensional; efeito antibacteriano.



ABSTRACT

Lectins are proteins that recognize and bind to carbohydrates and glycoconjugates in a
reversible manner. Due to their specificity for carbohydrates, these molecules can present a
variety of interesting properties for the areas of biotechnology and biomedicine, such as
antiviral, antibacterial and antitumor activities. There is currently a global urgency to
bioprospect new molecules capable of combating resistant bacteria, which represent a serious
problem for public health. In the present work, three lectins from red marine algae belonging
to OAAH family (Oscillatoria agardhii agglutinin homologue), Amansia multifida (AML),
Meristiella echinocarpa (MEL) and Solieria filiformis (SfL), were purified through ion-
exchange chromatography in a DEAE-Sephacel matrix and the antibacterial potential of these
lectins was evaluated. by the checkerboard method, together with oxacillin and tetracycline,
against the strains Escherichia coli ATCC 11303, Staphylococcus aureus ATCC 25963 and S.
aureus ATCC 700698 (MRSA). Three-dimensional models of AML and MEL were also
constructed in silico and analyzed for the possible carbohydrate recognition site. Three-
dimensional modeling of lectins revealed that, in general, they resemble B-barrel structures,
with about 10 antiparallel strands on each chain, common in lectins of the OAAH family. By
predicting of the binding sites, it was found that the amino acids that interact with carbohydrates
are located at positions W'*, R%3°, E2*® and I?¢! for AML and W'#, R??°, E**7 and I**° for MEL.
According to the phylogenetic tree constructed based on their primary structure, MEL and SfL
are well grouped among the lectins of the OAAH family, but AML is closer to the lectins of
bacterial and cyanobacterial precursors of the family. AML, MEL and SfL together with
oxacillin exhibited antagonistic interaction or no interaction with the antibiotic against the
strains tested. However, AML and MEL exhibited a synergistic effect in conjunction with
tetracycline against S. aureus ATCC 25963, in addition to an additive effect against MRSA and
E. coli ATCC 11303. SfL together with tetracycline exhibited synergistic effect and additive
effect against S. aureus ATCC 25963 and MRSA, respectively. We verified the antibacterial
potential that lectins from the OAAH family have in combating resistant bacteria, in
combination with tetracycline. Further studies are needed to understand how the interaction

between proteins and antibiotics occurs.

Keywords: marine algae lectin; three-dimensional structure; antibacterial effect.
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1 INTRODUCAO

1.1 O ambiente marinho como fonte de moléculas de alto potencial biotecnolégico

Os oceanos cobrem mais de 70% da superficie da Terra. Eles sdo divididos em
diferentes zonas, como a zona costeira, a zona peldgica e a zona abissal; e cada uma dessas
regides possui caracteristicas Unicas e suporta uma variedade de organismos adaptados a
condigdes especificas. Este ¢ um dos ecossistemas mais importantes do planeta,
desempenhando um papel fundamental na regulacdo do clima, fornecimento de alimentos,
produgdo de oxigénio e abrigo de uma variedade de formas de vida (Althagbi et al., 2020;
Balasa; Chircov; Grumezescu, 2020).

Para sobreviver e prosperar no ambiente, os organismos marinhos desenvolveram
uma ampla variedade de adaptagdes. Essas adaptagdes sdo resultado de milhdes de anos de
evolugdo e permitem que esses organismos enfrentem os desafios unicos que encontram nos
oceanos (Hamed et al., 2015).

A producdo de metabdlitos primarios e secundarios pelos organismos marinhos ¢
uma area de grande interesse cientifico e tem sido objeto de estudos extensos nas ultimas
décadas. Os processos metabolicos primarios estdo relacionados com as principais
macromoléculas (carboidratos, lipidios, proteinas e acidos nucleicos) e sdo responsaveis pelo
metabolismo e formag@o de um diversificado nimero de substancias orginicas no interior das
células que formam os varios tecidos dos organismos vivos (Silva et al., 2019).

Por outro lado, o metabolismo secundario estd associado a producdo de pequenas
moléculas que ndo sdo essenciais para o crescimento e reproducdo do organismo, como
compostos fenolicos, terpenos, esteroides, alcaloides e flavonoides (Kessler; Kalske, 2018;
Yang et al., 2018). Os organismos marinhos produzem compostos secundérios que sdo
essenciais para diversos setores industriais, como cosmética, produg¢do de suplementos
nutricionais € desenvolvimento de agentes terapéuticos para tratamento de enfermidades
(Srinivasan et al., 2021; Tziveleka; Vagias; Roussis, 2003).

Os organismos marinhos, incluindo algas, invertebrados, esponjas, corais e peixes,
tétm mostrado uma riqueza extraordinaria na producdo de metabolitos com potencial
biotecnoldgico. Essas substancias podem ser isoladas de varias partes dos organismos, como

pele, 6rgaos internos, tecidos ou secrecdes (Balasa; Chircov; Grumezescu, 2020).
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Esses produtos naturais exibem uma ampla variedade de estruturas quimicas e
funcdes bioldgicas. Alguns possuem propriedades antimicrobianas, que ajudam os organismos
marinhos a se protegerem contra infeccdes bacterianas e fingicas. Além disso, essas moléculas
também podem possuir atividades antitumorais, anti-inflamatorias, antioxidantes e analgésicas,
entre outras. Como resultado, essas substancias tém despertado um grande interesse na pesquisa
farmacéutica, como fontes potenciais de novos medicamentos e terapias (Conte et al., 2021;

Yang et al., 2021).
1.2 Macroalgas Marinhas

As macroalgas marinhas correspondem a um grupo de organismos avasculares,
multicelulares e fotossintetizantes que habitam uma diversidade de ambientes aquaticos,
especialmente a regido costeira dos oceanos, nas zonas entre-marés e recifes. As macroalgas
sdo taxonomicamente classificadas em trés principais grupos (FIGURA 1) baseado no pigmento
que apresentam: o filo Chlorophyta (algas verdes), o filo Rhodophyta (algas vermelhas) e a
classe Phaeophyceae (algas pardas) (Maliki et al., 2022). Além disso, vale ressaltar o filo das
cianobactérias (Cyanobacteria), também conhecidas como cianoficeas ou algas azuis, que sao
na sua maioria, micro-organismos fotossintetizantes primitivos, presentes nos ambientes
aquaticos de forma isolada, em filamentos ou agrupadas, formando colonias, quando ¢ possivel

observa-las a olho nu ou formando pequenos tufos fixos aos recifes de marés (Zahra ef al.,
2020).

Figura 1 — Representantes dos trés principais filos e classes das macroalgas.

3‘.‘ " Pe

3 -;:.'.' - ol 0l .. ~_‘ iy ! i‘h = .. - ‘ { : ‘: 3 " . ‘*‘ : \ 3
Fonte: Compilagdo do Autor'. A) Caulerpa prolifera (Chlorophyta), B) Cryptonemia sp. (Rhodophyta) e C)
Dictyota dichotoma (Phacophyceae).

'Imagens retiradas do site: www.marinespecies.org/
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As macroalgas acumulam amido como reserva energética, bem como outros
polissacarideos de cadeia longa. As clordfitas (algas verdes) produzem ulvana como
constituinte da parede celular, além de conter clorofilas a e b, carotenos e xantofilas, e também
possuem como pigmentos acessorios. As rodofitas (algas vermelhas) possuem clorofila a,
carotenoides e ficobilinas, como a ficoeritrina, que determina a coloragdo caracteristica desse
grupo. Nas feoficeas (algas pardas) sdo encontrados diversos pigmentos, como a fucoxantina,
clorofilas a e ¢ e carotenoides, bem como 06leos e polissacarideos (a laminarina, por exemplo)
(Sudhakar et al., 2018).

As algas possuem uma grande importancia ecoldgica para o ecossistema marinho.
Assim como as plantas terrestres, elas sdo a base da cadeia tréfica do ambiente onde estio
inseridas, sustentando principalmente as comunidades de animais bentonicos. Por outro lado,
as macroalgas também desenvolveram diversos mecanismos de defesa contra predadores e
micro-organismos ¢ de adaptacdo ao meio. Por conta de seu estilo de vida séssil, ou seja, sem
locomogao, elas tiveram que se adaptar a diversas condigdes ambientais, como a varia¢ao de
luminosidade, concentracdo de nutrientes e salinidade em ambientes entre-marés, além da
presenca de poluentes ambientais. Somam-se a estes desafios a herbivoria por parte de
crustaceos, moluscos, equinodermos e peixes, bem como a acdo de micro-organismos
patogénicos, como virus, fungos, bactérias e parasitas. Todos estes fatores levaram a producao
de compostos variados, como pigmentos, vitaminas, compostos fenolicos e esteroides, capazes
de mitigar a a¢do predatdria sobre as algas, de adapta-las ao meio e garantir a sua permanéncia
no ambiente marinho (Biris-Dorhoi et al., 2020).

Além de sua grande importincia ecologica, as algas também tém uma grande
importancia no setor econdmico e industrial. A partir das descobertas e isolamentos dos
produtos naturais das algas, diversas espécies sdo muito estudadas quanto ao seu cultivo para
extracdo de agar, pigmentos, para alimentacdo humana e produgdo de biofertilizantes e
biocombustiveis, bem como no isolamento de compostos farmac€uticos com propriedade

antivirais, antibacterianas e antitumorais (Leandro; Pereira; Gongalves, 2020).

1.3 Lectinas

Lam e Ng (2011) definem lectinas como proteinas que possuem ao menos um

dominio ndo-catalitico, exibindo uma atividade ligante reversivel e ndo covalente a

monossacarideos e oligossacarideos. A primeira detecgdo de tais proteinas em vegetais data do
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final do século XIX, quando Stillmark (1888) estudava a toxicidade da mamona (Ricinus
communis), observando que o extrato das sementes aglutinava os eritrocitos testados (Sharon;
Lis, 2003).

A habilidade de aglutininas (como foram inicialmente denominadas) de plantas
terrestres diferenciarem eritrocitos de diferentes tipos sanguineos levou Boyd e Shapleigh
(1954) a elaborarem uma nova definicdo para essa classe de proteinas, denominando-as de
lectinas (do latim legere, que significa selecionar ou escolher) (Sharon; Lis, 2003).

Por possuirem essa capacidade de reconhecimento aos carboidratos, as lectinas sao
capazes de interagir com diversas moléculas que possuem carboidratos especificos em sua
estrutura (aqueles com os quais elas possuem maior especificidade), seja de fluidos biologicos
ou receptores de superficie celular, atuando como decodificadores de informagdes trocadas
entre moléculas, células e organismos, e com isso apresentam uma variedade de funcionalidades
bioldgicas (Lam; Ng, 2011).

As propriedades que as lectinas possuem de ligagao aos glicoconjugados as tornam
importantes ferramentas em setores da pesquisa cientifica, principalmente nas areas de
bioquimica, biotecnologia, biologia molecular, imunologia, farmacologia e medicina. As
lectinas podem causar uma variedade de efeitos celulares, como aglutinacdo, estimulo
mitogénico, inibi¢ao de crescimento bacteriano e fungico, agregacao celular, imunomodulagdo

dentre outros, aumentando o interesse nessas proteinas (Santos et al., 2014).

1.4 Lectinas de algas

De forma geral as lectinas de algas sdo proteinas de baixo peso molecular,
possuindo um alto contetido de aminoacidos 4cidos, conferindo um ponto isoelétrico variando
entre 4 e 6, ndo requerem cations divalentes para realizar suas atividades biologicas, sdo
monomeéricas € a maioria exibe maior especificidade por glicoproteinas ou carboidratos mais
complexos (Hori et al., 1990; Rogers; Hori, 1993; Singh; Thakur; Bansal, 2015).

A especificidade da ligagdo entre a proteina e o carboidrato define os tipos de
atividades biologicas que a lectina vai possuir. Alteragdes nos sitios de ligacdo irdo afetar o
reconhecimento entre as moléculas, podendo reduzir ou inibir toda sua funcionalidade (Singh;
Thakur; Bansal, 2015).

Com base na sua especificidade de ligacdo as glicoproteinas, as lectinas de algas

podem ser categorizadas como especificas a N-glicanos do tipo high-mannose (HM), do tipo
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complexo ou do tipo hibrido, com maior representatividade do tipo HM (Hori; Miyazawa; Ito,
1990; Higel et al., 2016) (FIGURA 2). Além disso, devido ao seu tamanho e presenca de pontes
dissulfeto estas moléculas sdao altamente estdveis, tornando-as eficientes em testes para
reconhecimento de carboidratos na superficie das células (como determinagdo de tipagem
sanguinea) e tratamentos com base em drug delivery (Nascimento et al., 2006; Singh; Walia,

2018).

Figura 2 — Diferentes tipos de oligossacarideos N-glicanos.
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Fonte: Adaptado de HIGEL et al. (2016).

Lectinas de algas ja demonstraram uma funcionalidade biologica diversificada, bem
como multiplas aplicagdes biotecnologicas e biomédicas, tais como atividade antitumoral, anti-
HIV, anti-inflamatoria, antifungica e antibacteriana, além de ampla aplicacdo nos campos da
alimentagdo, glicobiologia e bioquimica (Praseptiangga, 2017; Singh; Walia, 2018).

A presenga de lectinas em algas marinhas foi reportada pela primeira vez por Boyd,
Almodovar e Boyd (1966) e, posteriormente, os trabalhos de detec¢do destas proteinas se
desenvolveram gradativamente. No Brasil, o primeiro trabalho relacionado com lectinas de
algas marinhas data do inicio da década de 1990, quando Ainouz e Sampaio (1991) relataram
a ocorréncia destas moléculas em cerca de vinte espécies, dentre as quais estavam presentes
rodofitas e clorofitas. Os extratos foram eficazes para aglutinar eritrocitos de coelho, galinha,
vaca e ovelha, além de eritrocitos humanos dos tipos A, B e O.

Calvete et al. (2000) determinaram pela primeira vez a estrutura primaria de uma
lectina de alga extraida de Bryothamnion triquetum (BTL) capaz de aglutinar eritrocitos de
diversos animais e do tipo ABO. Posteriormente, Nagano et al. (2005) também determinaram
as estruturas primarias de outras duas lectinas extraidas de Hypnea cervicornis e H. musciformis
(HCA e HML, respectivamente), através da combina¢do do uso de degradagao de Edman e

espectrometria de massas (MALDI-ToF). Além disso, HML apresentou atividade antifingica
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contra Trichophytun rubrum e Colletotrichum lindemunthianum (Melo et al., 1997) e HCA
exibiu atividade antinociceptiva (Bringel et al., 2020).

Dentre as algas vermelhas, a GRFT ¢ uma das lectinas mais estudadas ao longo dos
anos. A GRFT foi isolada de Griffithsia sp. por Mori et al. (2005), sendo inibida
preferencialmente por N-glicanos do tipo HM, possuindo diversas caracteristicas interessantes
como alto nivel de rentabilidade, estabilidade estrutural e funcionalidade bioldgica. Esta
proteina exibe atividade antiviral, especialmente contra o HIV (através da interagdo com a
glicoproteina do capsidio viral gp120, rica em oligossacarideos do tipo HM), hepatite C, herpes
tipo 2 (HSV-2), encefalite japonesa (JEV) e coronavirus (SARS-CoV) (Lee, 2019).

Virias lectinas de algas também ja foram estudadas quanto as suas propriedades
anti-inflamatorias, tais como a BTL (Fontenelle et al., 2018), CiL-1 de Codium ishtmocladum
(Alves et al., 2022) e CCL de Caulerpa cupressoides (Rivanor et al., 2018). As lectinas de
Bryothamnion seaforthii (BSL) e de Hizikia fusiformis exibiram atividade antioxidante (Alves
etal.,2020; Wu et al.,2016). BSL e BTL também apresentaram capacidade de reconhecimento
de células de carcinoma de colon humano, diferenciando-as das demais células devido a sua
especificidade aos glicoreceptores da membrana (Pinto et al., 2009). Atividade inseticida foi
reportada por Lima et al. (2005) e Leite et al. (2005) para lectinas de algas do género Gracilaria.

Recentemente, algumas algas verdes tiveram lectinas extraidas e propriamente
caracterizadas, além de suas aplicag¢des bioldgicas. Carneiro ef al. (2020) isolaram duas lectinas
de Codium ishtmocladum (CiL-1 e CiL-2). CiL-1 exibiu especificidade por galactosideos e
fetuina, enquanto CiL-2 exibiu preferéncia por galactosamina e PSM tipo 2. Ambas as lectinas
apresentaram massas aproximadas de 12 kDa e mostraram-se eficazes na inibi¢cao de formacao
de biofilmes bacterianos de Staphylococcus spp.

Kumar e Barros (2020) isolaram uma lectina de Ulva fasciata (UFH), capaz de
aglutinar eritrocitos do sistema ABO e possuindo cerca de 14,5 kDa, além de exibir boa
estabilidade, tanto em alteragdes de temperatura e pH. Contudo, ainda sd3o necessarios mais
testes para elucidar a estrutura da proteina e observar suas atividades biologicas in vitro.

Lee et al. (2022) demonstraram o potencial anticancer de uma lectina extraida de
B. plumosa (BPL2), onde a proteina se mostrou eficaz contra células tumorais pulmonares, mas
baixa toxicidade contra células ndo-tumorais. Além disso, BPL2 exibiu efeito sinérgico com o
farmaco gefitinibe, com cerca de 80% de reducdo da viabilidade celular, contra uma das

linhagens de células utilizadas.
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Em contrapartida, ha conhecimento de apenas trés lectinas derivadas de algas
pardas, extraidas de H. fusiformis, Padina australis e P. minor (Fajarningsih et al., 2019; Wu
et al., 2016). De acordo com Harrysson et al. (2018), o isolamento destas proteinas em algas
pardas ¢ afetado pela alta quantidade de compostos de natureza nao-proteica, como polifendis
e polissacarideos, que mascaram a atividade lectinica, tornando-as dificeis de serem
identificadas.

Entre as lectinas de cianobactérias destacam-se as extraidas de Nostoc
ellipsosporum (Boyd et al., 1997), Scytonema varium (Bokesch et al., 2003), Microcystis viridis
(Bewley et al., 2004), M. aeruginosa (Huskens et al., 2010) e de O. agardhii (Sato; Okuyama;
Hori, 2007) por suas atividades contra o HIV. Autores apontam que esta caracteristica possa
estar de alguma forma relacionado a presenca de dominios repetidos em suas estruturas
primérias (Huskens; Schols, 2012), além de suas especificidades a N-glicanos ricos em manose.

A fungdo fisioldgica das lectinas em algas marinhas ainda carece de um
entendimento mais especifico. Poucos estudos realizados evidenciam fungdes fisioldgicas
distintas como agregacdo de organelas e envolvimento no processo de reconhecimento de
gametas. Uma lectina da alga verde Bryopsis plumosa, a bryohealina, foi isolada e estudada
quanto sua participagdo na agregacdo de organelas e regeneracdo do protoplasto mediante
ruptura do talo. Além disso, exibiu atividade antibacteriana para prevenir contaminagao por
patogenos (Klochkova et al., 2005). A mesma funcionalidade ja foi observada anteriormente
em outras algas cenociticas, como Microdictyon umbilicatum e Chaetomorpha aerea (Kim;
Klochkova; West, 2002; Klochkova et al., 2003). Nas rodofitas, observou-se que as lectinas das
algas Aglaothamnion callophyllidicola e A. oosumiense estavam envolvidas no reconhecimento
dos gametas masculinos e femininos (Han et al., 2012a; Han et al., 2012b), sugerindo uma
estratégia adquirida pelo organismo para melhorar as taxas de sucesso reprodutivo.

Mesmo apds meio século desde a primeira detec¢do destas proteinas em algas
marinhas e apesar das mais de 17.500 espécies catalogadas atualmente (Algaebase, 2023a),
apenas cerca de 60 lectinas oriundas destes organismos foram isoladas (Carneiro ef al., 2020).
Assim, estas moléculas ainda carecem de estudos acerca de suas funcionalidades e

caracterizagOes estruturais.

1.5 Lectinas da Familia OAAH (Homodlogas a aglutinina de Oscillatoria agardhii)
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As lectinas da familia OAAH sdo proteinas que compartilham caracteristicas
estruturais semelhantes: repeticdes em tandem com cerca de 66 aminoacidos, onde cada
repeticdo esta ligada a um dominio de reconhecimento a carboidratos, preferéncia por ligacao
a residuos de manose ou manopentosideos e sua conformacgao estrutural se assemelha a um -
barril, além de diversas dessas proteinas apresentarem atividade antiviral, especialmente contra
o HIV (Koharudin et al., 2012).

A precursora desta familia de lectinas foi a OAA, isolada da cianobactéria
Oscillatoria agardhii, que também exibe alta especificidade para N-glicanos do tipo HM e,
consequentemente, o reconhecimento de gp120 do envelope do virus HIV (Sato; Hori, 2009;
Sato; Okuyama; Hori, 2007). Contudo, genes que codificam proteinas homologas a OAA ja
foram descobertas em um grande nimero de organismos, incluindo procariotos (cianobactérias,
proteobactérias e clorobactérias) e também em algas vermelhas marinhas (Koharudin ef al.,
2012).

As lectinas presentes nas algas vermelhas Kappaphycus alvarezzi € Eucheuma
serra (KAA-2 e ESA-2, respectivamente), que também pertencem ao grupo das OAAH,
exibiram atividade anti-influenza e isto pode estar relacionado com a especificidade de ambas
por N-glicanos do tipo HM e preferéncia pela ligacao al-3 (Sato et al., 2011; Sato et al., 2015;
Hirayama et al., 2016). As lectinas EDA, de Eucheuma denticulatum, e KSA, de Kappaphycus
striatus, também revelaram especificidade a N-glicanos do tipo HM (Hung ef al., 2015a; Hung
et al., 2015b), o que pode indicar que essas proteinas também exibem atividade antiviral,

especialmente contra HIV e Influenza.
1.5.1 Lectina de Amansia multifida (AML)

Amansia multifida (J. V. Lamouroux) (1809) ¢ uma alga pertencente ao filo

Rhodophyta, ordem Ceramiales e familia Rhodomelaceae (FIGURA 3).

Figura 3 - Amansia multifida.

Fonte: o Autor.
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A lectina de A. multifida foi isolada inicialmente através de precipitacdo proteica
utilizando sulfato de amonio e cromatografias de troca idnica em matriz de Dietilaminoetil
(DEAE)-Celulose, cromatografia de interacdo hidrofébica (HIC), em matriz de Phenyl-
Sepharose CL-4B, e cromatografia de afinidade, em matriz de Avidina-Sepharose (Costa, 1995;
Costa et al., 1999).

Através de SDS-PAGE, a massa molecular estimada foi em 24,5 kDa, enquanto que
por cromatografia de exclusao molecular, em coluna de Superose 12R, a massa estimada foi de
26,9 kDa. Por meio de focalizagdo isoelétrica, verificou-se que a proteina apresentava cinco
isoformas, com pontos isoelétricos variando entre 5,45 ¢ 6,25 (Costa et al., 1999).

A lectina exibiu capacidade de aglutinar eritrocitos de coelho tratados com tripsina,
contudo perdia sua eficacia quando aquecida acima de 40 °C, com perda total de sua atividade
em 50 °C. A hemaglutinac¢do nao foi inibida por acticares simples, mas a proteina mostrou uma
forte afinidade por avidina, glicoproteina constituida por oligossacarideos compostos por
residuos de manose e N-acetilglicosamina (Bruch; White, 1982; Costa et al., 1999).

Lima et al. (1998) reportaram a capacidade da AML de induzir ou inibir a ativagao
de linfécitos humanos in vitro, como um uso em potencial da regulagdo da resposta imune.
Neves et al. (2007) relataram as propriedades antinociceptivas da lectina em camundongos, de
maneira dose-dependente, via oral ou intraperitoneal, com inibicao dessa capacidade funcional
na preseng¢a de avidina e manose.

Silva (2016) determinou a estrutura primaria da AML, estabelecendo que a proteina
pertence a familia OAAH. AML possui quatro dominios repetidos na sua sequéncia de
aminoacidos, além de um sitio de liga¢do a carboidrato bem conservado e com alta identidade
com as lectinas do grupo. A proteina também foi capaz de reduzir a viabilidade celular de
células de cancer colorretal, de reduzir o nimero de células viaveis de Staphylococcus aureus
e Escherichia coli, bem como apresentar atividade contra o HIV e possuir atividade
antioxidante.

Mesquita et al. (2021) caracterizaram a AML estruturalmente, determinando os
vinte primeiros aminodcidos do N-terminal. Os autores ainda determinaram a estrutura
secundaria por dicroismo circular: composta por 4% de hélices-a, 43% de folhas-B, 21% de
voltas e 32% de estruturas aleatorias. A proteina se manteve estavel até 42 °C, mas com
completa desnaturagdo a 85 °C; por outro lado a variacdo de pH entre 3 e 11 ndo afetou a

estrutura da molécula. Além disso, os autores também destacaram a capacidade anti-



22

inflamatoria da lectina em camundongos em modelo de edema plantar, devido a modulacdo dos

niveis de citocinas pro-inflamatorias.

1.5.2 Lectina de Meristiella echinocarpa (MEL)

Meristiella echinocarpa, atualmente denominada Meristotheca gelidium (J.
Agardh) Faye & Masuda (2004), pertence ao filo Rhodophyta, ordem Gigartinales e familia
Soliariaceae (FIGURA 4).

Figura 4 - Meristiella echinocarpa.

Fonte: ohAutor.

Ainouz et al. (1992) testaram a presenca de lectinas em diversas espécies de algas
e detectaram que o extrato de M. echinocarpa aglutinava eritrocitos de coelho tratados com
tripsina. Posteriormente, Farias (1995) isolou a lectina, denominada MEL, a partir da
combinag¢do de cromatografias de troca i6nica em matriz de DEAE-Sepharose e de afinidade
em matriz de Manana-Sepharose CL-4B. Foi observado que a proteina apresentava um peso
molecular de aproximadamente 30 kDa (estimada por SDS-PAGE). Através de focalizacao
1soelétrica, foi detectada a presenca de cerca de cinco bandas proteicas, sugerindo a existéncia
de isoformas. Cada isolectina exibiu potencial mitogénico sobre linfécitos de humanos em
baixas concentragoes.

Chaves et al. (2018a) também isolaram a lectina de modo semelhante a Farias
(1995), através de extragdes etandlicas e por meio de cromatografia de troca i6nica em matriz
de DEAE-Sephacel. A atividade hemaglutinante de MEL foi observada apenas em eritrocitos

de coelho tratados com papaina e foi inibida apenas por manana de levedura.
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Através de SDS-PAGE, os autores estimaram que MEL teria massa molecular com
cerca de 30 kDa e por meio de espectrometria de massas (MALDI-ToF) teria 28,9 kDa. Por
combinagdo de espectrometria de massas e clonagem de DNA, verificou-se que a proteina
possui 267 residuos de aminoacidos, com presenga de apenas uma cisteina, indicando que nao
haveria ligagdes dissulfeto na molécula (Chaves ef al., 2018a).

Constatou-se ainda que MEL seria uma lectina da familia OAAH, por meio do
alinhamento com proteinas da mesma familia com estrutura primaria elucidada, como KAA-1,

KAA-2, KSA-2 e ESA-2 (Chaves et al., 2018a).
1.5.3 Lectina de Solieria filiformis (SfL)

Solieria filiformis (Kiitzing) P.W. Gabrielson (1985) pertence ao filo Rhodophyta,
ordem Gigartinales e familia Solieriaceae (FIGURA 6).

A lectina de S. filiformis (SfL) foi purificada inicialmente por Benevides, Leite e
Freitas (1996) através da utilizacdo de técnicas de precipitagdo com sulfato de amoénio e
cromatografias de troca i6nica em coluna de DEAE-Celulose e de afinidade em coluna de

Manana-Sepharose CL-4B. Em SDS-PAGE a massa estimada de SfL foi de 29 kDa.

Figura 5 - Solieria filiformis.

Fonte: o Autor

Benevides et al. (1998) estudaram as caracteristicas toxicas e antinutricionais de
espécies algais do litoral cearense e observaram que o extrato de S. filiformis exibia toxicidade
em camundongos e que aglutinava eritrocitos de coelho e humano do tipo O, tratados
enzimaticamente com tripsina.

Holanda et al. (2005) observaram a capacidade inibitéria da lectina sobre bactérias
patogénicas. A proteina reduziu a densidade de diversas bactérias Gram-negativas, como

Salmonella typhi, Klebsiella pneumoniae e Pseudomonas aeruginosa, € 0s autores sugeriram
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que essa atividade esteja relacionada com a interag@o entre a lectina e os receptores presentes
na membrana das cepas testadas.

Em estudos posteriores, Abreu (2012) relatou a presenca de seis isoformas da
proteina na alga, com um peso molecular médio aproximado de 26,2 kDa. A lectina também
possui propriedades anti-inflamatdria, antinociceptiva e efeitos imunomodulatérios, além de
efeitos antidepressivos, representando um potencial agente terapéutico em diversos tratamentos
(Abreu et al., 2016; Abreu et al., 2018).

Chaves et al. (2018b) identificaram duas isoformas de SfL, destacando que sdo
pertencentes a familia OAAH, e também avaliaram o efeito anticancer das isolectina sobre
células de cancer de mama (linhagem MCF-7). Posteriormente, Chaves et al. (2023)
produziram uma das isoformas recombinantes de SfL (rSfL-1), além da estrutura tridimensional
da proteina, determinada por cristalografia de raios X (FIGURA 7). Foi observado que a
estrutura tridimensional de rSfL-1 (PDB ID: 7UMJ) se assemelha a dois B-barris, unidos por
um curto peptideo, cada um formado por cinco fitas antiparalelas. Fora verificado ainda que a
proteina foi capaz de aglutinar células bacterianas de S. aureus e E. coli, bem como possui
efeito cicatrizante, na redu¢ao da resposta inflamatoéria, ativagao e proliferacao de fibroblastos

e deposicao de colageno.

Figura 6 — Estruturas tridimensionais da isoforma rSfL-1.

A B

B-barrel 1 B-barrel 2

Fonte: Adaptado de Chaves et al. (2023). Legenda: A — A isoforma se apresentam como duas
estruturas de B-barril, formadas por dez fitas-f antiparalelas. B — Em destaque os quatro dominios
de reconhecimento a carboidratos nas extremidades superiores e inferiores.

1.6 Micro-organismos patogénicos: um problema de saiide mundial
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Desde a descoberta da penicilina por Alexander Flemming em 1928, sdo cada vez
mais comuns os relatos da presenga de cepas bacterianas resistentes a determinados grupos de
antibioticos. Como forma de controle das infec¢des bacterianas causadas por cepas resistentes,
novos agentes terapéuticos foram descobertos, como a vancomicina em 1958 e a meticilina em
1959. Contudo, poucas décadas depois ja& surgiam relatos de linhagens bacterianas
multirresistentes aos diversos medicamentos (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020).

De acordo com Lee (2019) a resisténcia aos antibidticos pode ser intrinseca,
adquirida ou adaptativa. A resisténcia intrinseca pode ser definida como aquela em que existem
propriedades inerentes a propria bactéria, como a seletividade de entrada exibida na membrana
das células Gram-negativas. A resisténcia adquirida ¢ a forma mais comum, quando uma
bactéria adquire um fator de resisténcia a determinado agente antibacteriano e transfere seu
novo material genético para as novas cé€lulas (transferéncia de plasmideos por conjugac¢io) ou
também por mutagdo. J4 a resisténcia adaptativa seria um resultado de modulagdes nas
expressoes genéticas como uma resposta as mudancas ambientais (pH do meio, concentragdo
de ions e nutrientes, subniveis inibitorios de antibidticos entre outros). Segundo Motta, Cluzel
e Aldana (2015), a modulagao da expressao das bombas de efluxo e das porinas sdo um tipo de
resisténcia adaptativa.

Comumente a resisténcia aos antibioticos ¢ resultado da destrui¢ao ou modificacao
do agente, alteragcdes do sitio de ligagdo, inativacdo enzimdtica ou alteragdes no sistema de
transporte e bombas de efluxo (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020).

As B-lactamases, por exemplo, sdo enzimas produzidas pelas bactérias, capazes de
destruir a ligagdo amida presente no anel -lactamico, responsaveis pela agdo antimicrobiana.
Em bactérias Gram-negativas a membrana externa ¢ mais complexa e a baixa permeabilidade
impede a entrada de agentes antibioticos especificos, contribuindo para o desenvolvimento da
resisténcia adquirida (Breijyeh; Jubeh; Karaman, 2020).

As bombas de efluxo foram registradas inicialmente por Ball, Shales e Chopra
(1980), quando fora observado que E. coli expulsava moléculas de tetraciclina para fora da
célula bacteriana. Desde entdo diversos relatos de sistemas de efluxo foram identificados em
ambos os tipos de bactérias (Gram-positivas e Gram-negativas) (Floyd et al., 2010; Zgurskaya,
2009; Machado, et al. 2018).

A emergéncia de grupos de micro-organismos resistentes a antibioticos foi
alavancada principalmente por conta da facilidade de acessos a estes medicamentos em areas

fora do meio hospitalar, como na agricultura, aquicultura, pecudria, medicina veterinaria,
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controle de pragas e industria farmacéutica (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020). A transmissao
horizontal dos genes através dos plasmideos teve papel-chave na propagacdo das cepas
resistentes, que podem ser patogé€nicas ou virulentas (Davies; Davies, 2010).

Segundo a Organizagdo Mundial da Satde (OMS) (2023), bactérias resistentes a
antimicrobianos contribuem com cerca de 5 milhdes de mortes anuais, estando entre os 10
principais motivos de ameaga a saude publica. Estimativas apontam ainda que até 2050, as
mortes associadas poderdo atingir at¢ 10 milhdes de vitimas por ano (O’Neill, 2016). Sete
patogenos foram responsaveis por mais de 670 mil mortes associadas a bactérias resistentes na
Europa em 2019, sendo as duas principais E. coli e S. aureus. Como causas principais estdo a
infeccdo da corrente sanguinea, intra-abdominal e do trato respiratorio (Mestrovic ef al., 2022).

Staphylococcus aureus ¢ uma bactéria Gram-positiva, componente natural da
microbiota humana, estando presente em diferentes partes do corpo, principalmente mucosas
nasais, mucosa bucal e pele. Apesar disso, S. aureus pode se tornar patogénica apos colonizagao
acelerada e infecg¢des nessas regides (Pidwill ef al., 2021).

Doencgas humanas causadas por S. aureus que variam desde pequenas infecgoes de
pele a pneumonia, bacteremia (infeccdo na corrente sanguinea) e meningite (Prestinaci;
Pezzotti; Pantosti, 2015). Um dos fatores que contribui para a alta taxa de mortalidade por
infec¢des bacterianas € o surgimento e o aumento do numero de cepas resistentes a antibioticos,
como Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA), que confere um elevado grau de
mortalidade, variando entre 30 a 40% (Kim et al., 2019).

Para combater infecgdes causadas por MRSA e em pacientes alérgicos a penicilinas
e cefalosporinas semi-sintéticas, a vancomicina, um antibidtico pertencente ao grupo dos
glicopeptideos comecou a ser utilizada na década de 1980 como agente terapéutico (Cong;
Yang; Rao, 2020; Rubinstein; Keynan, 2014; Stogios; Savchenko, 2020). A vancomicina atua
na interrupgdo da sintese da parede celular bacteriana, com maior eficdcia contra bactérias
Gram-positivas € menor eficacia contra Gram-negativas, por conta de sua dificil entrada na
parede celular externa (Cong; Yang; Rao, 2020).

Segundo levantamento de Cong, Yang e Rao (2020), cerca de 52 cepas de S. aureus
resistentes a vancomicina (VRSA) foram reportadas desde 2002 em varias regides do mundo.
Por conta da escassez de informagdes, nao existem protocolos de tratamentos para VRSA, mas
recomenda-se a utilizacao de outros agentes terapéuticos, como daptomicina e linezolida, além

do tratamento de feridas expostas e prevencdes de infec¢des hospitalares.
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Escherichia coli ¢ uma bactéria Gram-negativa da familia Enterobacteriaceae que
coloniza o trato gastrointestinal humano, sem causar maleficios ao hospedeiro. Contudo, E. coli
pode causar infec¢des intestinais ou extraintestinais, incluindo bacteremia e sepse, quando se
reproduz demasiadamente ou invade outros tecidos. Com excecdo de S. aureus e Streptococcus
pneumoniae, E. coli ¢ a causa mais comum de bacteremia em diversos paises, além de ser a
principal causa de meningite em recém-nascidos (Bonten et al., 2021).

Viancelli ef al. (2022) isolaram cepas de Staphylococcus, Acinetobacter € Listeria
resistentes a oxacilina em diversos equipamentos médicos utilizados em emergéncias. A
oxacilina é um antibidtico de curto-espectro de uso hospitalar, indicado principalmente contra
cocos Gram-positivos, como estafilococos, estreptococos e pneumococos, produtores de
penicilinase, uma enzima que degrada a penicilina (pertencente ao grupo de antibiodticos f-
lactamicos). A penicilina atua na ativagao de enzimas autoliticas que destroem a parede celular
das bactérias. (Khanna; Gerriets, 2022)

Gasparrini et al. (2020) identificaram enzimas em bactérias patogé€nicas presentes
no ambiente e em humanos que conferem resisténcia contra tetraciclina, além de uma cepa de
Pseudomonas aeruginosa resistente ao mesmo farmaco, em ambiente hospitalar. A tetraciclina
impede que as bactérias sintetizem as proteinas necessarias para o crescimento e reproducio,
além de sua utilizagdo contra infecgdes cutaneas, causadas por bactérias resistentes como
MRSA (Balsalobre, 2014).

A resisténcia microbiana se tornou um dos maiores problemas de satide global, que
ainda carece de uma solucdo. Os atuais esfor¢os estdo focados no melhor diagnostico das
doencas, na melhor prescricao dos medicamentos e estratégias de prevencao de infecgdes. Além
disso, existem diversos estudos acerca da prospeccao de novas moléculas, de fontes naturais,
com potencial antibacteriano. Contudo, poucos destes compostos estdo sendo utilizados em

fases clinicas (Christaki; Marcou; Tofarides, 2020).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Purificar as lectinas das algas vermelhas Amansia multifida, Meristiella
echinocarpa e Solieria filiformis, produzir modelos de suas estruturas tridimensionais, além de

avaliar seus efeitos antibacterianos em associacao a antibioticos de diferentes classes.

2.2 Objetivos Especificos

e Isolar as proteinas de interesse, AML, MEL e SfL;

e Realizar a modelagem da estrutura tridimensional de AML e MEL, e verificar
0s possiveis sitios de reconhecimento aos carboidratos ou glicoproteinas;

e Construir uma arvore filogenética com base nas sequéncias de aminoacidos de
lectinas pertencentes a familia OAAH;

e Avaliar o potencial antibacteriano de cada lectina, contra as cepas E. coli ATCC
11303, S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC 700698 (MRSA), associadas aos antibidticos

oxacilina e tetraciclina.
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3 METODOLOGIA

3.1 Coleta do material biologico

A coleta das algas foi realizada nas praias do Pacheco e Paracuru, no litoral do
estado do Ceara, Brasil, durante o periodo de maré-baixa de sizigia. Os espécimes foram
transportados em sacos plasticos acondicionados em caixa térmica, contendo bolsas de gelo,
até o Laboratorio de Biotecnologia Marinha (BioMar — Lab), no Departamento de Engenharia
de Pesca da Universidade Federal do Ceard, onde foram armazenados em freezer a —20 °C até
sua utilizagdo posterior. As coletas e 0 acesso ao patrimonio genético foram autorizados pelos

orgaos competentes (SISBIO ID: 33913-12; SISGEN ID: A1792FE).

3.2 Purifica¢do da AML

Para obtencdo da AML foi utilizado o protocolo de Silva (2016), com modificagdes.
As algas foram limpas manualmente, removendo sujeiras e organismos epifitos com auxilio de
agua destilada. Em seguida, as algas foram pesadas, cortadas em pequenos pedagos e maceradas
utilizando nitrogénio liquido até a formacao de um poé fino e, posteriormente, homogeneizadas
em tampao fosfato de s6dio 20 mM pH 7,0 contendo NaCl 150 mM (PBS), na propor¢do 1:3
(peso/volume) submetidos a agitagdo em incubadora orbital a 180 rpm por um periodo de 4 h.
O material homogeneizado foi filtrado em malha de nylon e submetido a centrifugacdo a
9000%g por 25 min a 4 °C. Ao final desse processo o sobrenadante (extrato bruto) foi
recuperado e guardado a —20 °C até uso posterior.

O extrato bruto foi submetido a precipitacdo com sulfato de amonio na saturagao
de 70% por 4 h a uma temperatura de 25 °C. Apos esse periodo o material foi novamente
centrifugado a 9000xg por 25 min a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o residuo precipitado
foi solubilizado com tampao de extragdao (PBS), no menor volume possivel, e foi denominado
fracao 0/70 (F 0/70). Essa fragdo foi dialisada contra agua destilada por 8 h e a tltima troca foi
realizada com tampao fosfato de s6dio 20 mM pH 7,6 (PB).

Para o isolamento da lectina foi utilizada uma coluna de troca idnica em matriz de
DEAE-Sephacel (2,0 cm x 5,0 cm), previamente equilibrada com PB. A fra¢do contendo a
lectina (P1) foi eluida com o mesmo tampao de equilibrio e as demais proteinas retidas foram

removidas com tampao PB contendo 1 M de NaCl (P2). As fragdes foram coletadas a cada 5
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mL e monitoradas através de absorbancia a 280 nm, em espectrofotdometro. A fracdo ativa (P1)
foi dialisada e liofilizada e, por fim, submetida a teste de atividade hemaglutinante contra

eritrocitos de coelho.

3.3 Purifica¢do da MEL

Para a obten¢do da MEL foi utilizado o protocolo de Chaves ef al. (2018a). A alga
foi limpa de sujeiras e organismos epifitos € macerada em nitrogénio liquido até a obtencao de
um po fino. Esse pd foi homogeneizado em etanol 70% frio na propor¢ao 1:20 (peso/volume)
¢ a mistura foi mantida sob agitagdo a temperatura ambiente por 30 min. Apos esse periodo, a
solugdo foi filtrada em membrana de nylon e os residuos s6lidos foram novamente suspensos
em etanol 70%, como descrito acima, mais duas vezes, para remog¢ao dos carboidratos. Por fim,
os residuos recuperados por filtragdo foram suspensos com etanol 20% na proporgdo 1:10
(peso/volume) e mantidos sob agitagdo por 4 h a 4 °C, para extracdo das proteinas. A mistura
foi filtrada e centrifugada a 9000%g por 20 min a 4 °C e o sobrenadante guardado a —20 °C até
uso posterior.

O extrato de M. echinocarpa foi dialisado contra PB e submetido a cromatografia
de troca i6nica em matriz de DEAE-Sephacel (2,0 cm x 5,0 cm), previamente equilibrada com
PB. Proteinas que ndo se ligaram a coluna foram removidas com tampao de equilibrio e as
fragdes retidas foram eluidas utilizando tampao PB com adi¢ao de 0,5 M de NaCl (P2) e com
tampao PB contendo 1 M de NaCl (P3). A absorbancia das fracdes coletadas foi analisada em
espectrofotometro, em comprimento de onda de 280 nm. A fragdo contendo a lectina (P2) foi
dialisada e liofilizada e, posteriormente, submetida a teste de atividade hemaglutinante

utilizando eritrocitos de coelho.

3.4 Purificacao da SfL.

Para a obtencdo da SfL foi utilizado o protocolo de Chaves et al. (2018b), com
modifica¢des. As algas foram limpas de sujeiras e organismos epifitos utilizando agua destilada
e maceradas com auxilio de nitrogénio liquido até a obtencdo de um p6 fino. O material foi
homogeneizado em tampao PBS e submetido a agitacdo por 4 h em temperatura ambiente. Apos
esse periodo, a solugdo foi filtrada em malha de nylon e centrifugada a 9000xg por 25 min.

Posteriormente, o sobrenadante foi recuperado e foi submetido a precipitagdo com sulfato de
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amonio na saturacdo de 70% por 4 h e, em seguida, foi centrifugado a 9000%g por 25 min. O
material precipitado foi solubilizado em PBS (Fracdo 0/70) e dialisado contra agua destilada e
a tltima troca foi realizada com PB.

Apos centrifugagao, a fracao 0/70 foi submetida a cromatografia de troca idnica em
matriz de DEAE-Sephacel (2,0 cm x 5,0 cm), previamente equilibrada com PB. A fracao
contendo a lectina (P1) foi eluida com tampao de equilibrio e as demais proteinas retidas foram
lavadas com PB contendo 1 M de NaCl (P2). As fragdes coletadas em tubos foram analisadas
através da leitura de suas absorbancias a 280 nm, em espectrofotdometro. A fracdo contendo a
lectina (P1) foi dialisada e liofilizada e, posteriormente, testada através de atividade

hemaglutinante contra eritrocitos de coelho.

3.5 Atividade hemaglutinante

Os ensaios de atividade hemaglutinante foram realizados utilizando eritrocitos de
coelhos, mantidos no Setor de Cunicultura do Departamento de Zootecnia da Universidade
Federal do Ceara. As coletas foram regulamentadas e autorizadas pelos 6rgdos competentes
(CEUAP n° 2211202101). Os testes foram realizados com ambos os eritrocitos, nativos e
tratados com as enzimas papaina e tripsina, seguindo o método da diluicao seriada, em placas

de microtitulagdo de fundo “em V”, segundo Sampaio, Rogers e Barwell (1998).

3.6 Avaliacao da homogeneidade das lectinas

A massa molecular das lectinas e os seus respectivos graus de pureza foram
estimados por eletroforese em gel de poliacrilamida 15% (SDS-PAGE), corado com Coomassie
Brilliant Blue, por meio da correlagdo da migracdo da proteina no gel com a migragdo dos
marcadores moleculares de massa molecular conhecida, em condi¢cdes nao redutoras. As
amostras foram previamente aquecidas a 100 °C durante 5 min e centrifugadas posteriormente

para aplicacdo no gel (Laemmli, 1970).

3.7 Modelagem da estrutura tridimensional

A predigdo estrutural das proteinas AML e MEL foi realizada pelo servidor online

I-TASSER como descrito por Zheng et al. (2019), utilizando as sequéncias de aminoécidos das
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proteinas resolvidas por Silva (2016) e Chaves et al. (2018a). Foram aceitos valores de C-score
entre [-1 e 2] e TM-score entre [0,5 e 1]. Através da ferramenta COACH foi possivel prever o
sitio de ligacdo das lectinas a variados carboidratos. Os melhores modelos obtidos foram
examinados visualmente utilizando o software PyMOL (The PyMOL Molecular Graphics
System, Version 2.0 Schrodinger, LLC).

3.8 Analise da sequéncia de aminoacidos e relacio filogenética entre as proteinas

Para o alinhamento entre as estruturas primdrias das lectinas do grupo OAAH foi
utilizado o servidor online MultAlin, empregando a matriz Blosum62-12-2, em conjunto com
a ferramenta ESPript 3.0, com score global de 0.5 (Corpet, 1988; Robert; Gouet, 2014).

A relagdo filogenética entre AML, MEL e SfLL com outras lectinas da familia
OAAH foi avaliada pela constru¢ao de uma arvore filogenética utilizando o software MEGA X
(Kumar et al., 2018). Lectinas de algas vermelhas pertencentes a outras familias foram
utilizadas como outgroup. Os multiplos alinhamentos das sequéncias de AML, MEL e SfL. com
as demais proteinas foi realizado pela ferramenta MUSCLE. A 4arvore filogenética foi
construida, baseada em multiplos alinhamentos, pelo algoritmo de Neighbor-Joining (NJ). A
analise de bootstrap de 500 replicacdes foram realizadas para avaliar a precisdo das

ramificacdes resultantes.

3.9 Atividade antibacteriana das lectinas

3.9.1 Micro-organismos e condi¢ées de cultura

As bactérias utilizadas no estudo foram S. aureus ATCC 25923, S. aureus ATCC
700698 (MRSA) e E. coli ATCC 11303, que pertencem a cole¢do de culturas microbiana do
Laboratério de Microbiologia aplicada do Laboratério Integrado de Biomoléculas.
Inicialmente, as cepas foram inoculadas em Agar Miieller-Hinton (MHA; KASVI, Brasil) por
24 h a 37 °C. Colonias isoladas foram ativadas em 10 mL de Caldo Miieller-Hinton (MHB;
KASVI, Brasil) por um periodo de 24 h a 37 °C. As células foram centrifugadas (5 min a
9000xg a 25 °C), ressuspensas em MHB, ajustadas para uma concentragio final de 5,0 x 10°
UFC/mL por densidade optica a 620 nm (as curvas de calibragdo foram previamente

determinadas para cada bactéria) e entdo guardadas para uso posterior.
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3.9.2 Atividade antibacteriana das lectinas com antibioticos

O método checkerboard ¢ a técnica mais comumente utilizada para avaliacao in
vitro de sinergia entre substancias com capacidade antibacteriana. O termo se refere a multiplas
dilui¢des com dois agentes antimicrobianos em concentragdes equivalentes, abaixo ou acima
das CIMs (Concentracdes Inibitorias Minimas) para os micro-organismos testados. Este método
consiste em colunas contendo concentragdes diferentes da droga “A” diluidas ao longo do eixo
x, € linhas contendo as concentragdes da droga “B” ao longo do eixo y (Lorian, 2005).

Para esta andlise foi utilizada a metodologia de Duarte et al. (2023), onde foram
avaliadas as combinagoes de AML, MEL e SfL com os antibidticos oxacilina ¢ tetraciclina,
contra as bactérias descritas anteriormente. Para cada combinacgao testada foram utilizados 25
pogos da microplaca de 96 pocos de fundo em "U", sendo o antibidtico diluido no sentido
vertical da placa (das linhas A a E) e as lectinas na concentragdo constante de 125 pg/mL (nas
colunas 1 a 5). As placas foram preenchidas com 50 pL do antibiotico, 50 pL da lectina e 100
uL do indculo bacteriano previamente ajustado (5,0 x 10° UFC/mL). A linha F foi utilizada
como controle da CIM isolada de cada antibidtico (CIM;).

Apobs a montagem do experimento, as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h.
Posteriormente, em cada pogo foi adicionado resazurina (250 ug/mL) e para determinagdo da
nova CIM em associagdo com os antibidticos (CIM») a densidade Optica foi mensurada a um
comprimento de onda de 620 nm em leitor de microplacas (SpectraMax® i3). Para bactérias que
apresentaram valores iguais a 1/2 x CIM; do antibidtico considerou-se efeito aditivo e valores
entre 1/4 e 1/16 como efeito sinérgico; valores 1 x CIM;, 2 x CIMi, consideramos como nao

interacao ou efeito antagdnico, respectivamente.
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4 RESULTADOS

4.1 Purifica¢do e homogeneidade das lectinas

A lectina de A. multifida foi purificada através de combinagdo de precipitagdo com
sulfato de amonio e cromatografia liquida de troca i6nica em matriz de DEAE-Sephacel, como
descrito por Silva (2016). AML foi eluida da matriz utilizando tampao fosfato de sédio 20 mM
pH 7,0 (P1). Por meio de SDS-PAGE 15% em condic¢des nao-redutoras foi possivel estimar
uma massa molecular relativa de 28 kDa (FIGURA 7A e 7D).

A lectina de M. echinocarpa foi purificada através de combinagdo de extragdes
etandlicas e cromatografia liquida de troca idnica em matriz de DEAE-Sephacel, como descrito
por Chaves et al. (2018a). MEL foi eluida da matriz utilizando tampao fosfato de s6dio 20 mM
pH 7,0 contendo NaCl 0,5 M (P2). Por meio de SDS-PAGE 15% em condi¢des nao-redutoras
foi possivel estimar uma massa molecular relativa de 30 kDa (FIGURA 7B).

A lectina de S. filiformis foi purificada através de combinagao de precipitagdo com
sulfato de amonio e cromatografia liquida de troca i6nica em matriz de DEAE-Sephacel, como
descrito por Chaves et al. (2018b). SfL foi eluida da matriz utilizando tampao fosfato de sodio
20 mM pH 7,0 (P1). Por meio de SDS-PAGE 15% em condi¢des ndo-redutoras foi possivel
estimar uma massa molecular relativa de 29 kDa (FIGURA 7C).

AML e MEL apresentaram atividade hemaglutinante contra os eritrocitos de
coelho, ambos nativos e tratados enzimaticamente, com tripsina e papaina. Ja SfL apresentou

hemaglutinagdo apenas sobre os eritrocitos tratados com tripsina.

4.2 Modelagem das estruturas tridimensionais de AML e MEL

As estruturas tridimensionais de AML e MEL foram obtidas utilizando o servidor
online I-TASSER. O melhor modelo de AML mostrou C-score = 1.14; TM-score = 0.87 = 0.07
e; RMSD = 3.7 £ 2.5 A. O melhor modelo gerado para MEL apresentou os seguintes
parametros: C-score = 0.99; TM-score = 0.85 £ 0.08 e; RMSD =3.9 £2.7 A.
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Figura 7 — Cromatografias de troca ionica em matriz de DEAE-Sephacel de AML, MEL
e SfL e SDS-PAGE 15%.
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Fonte: o Autor. As cromatografias foram realizadas com os seguintes parametros: volume de matriz =15 mL
(2,0 x 5,0 cm); volume de amostra =30 mL; volume das fra¢des eluidas = 100 mL. Legenda: MM (marcador
molecular: HSA 66 kDa, rSfL 30 kDa e CcL 15 kDa); Linha 1 — AML néo reduzida (50 pg); Linha 2 — MEL
ndo reduzida (50 pg); Linha 3 — SfL ndo reduzida (50 pg).

De acordo com os resultados obtidos, ambos os modelos estruturais de AML e MEL
possuem duas cadeias em arranjo do tipo B-barril, formado por cerca de 10 fitas-p antiparalelas,

unidas por uma curta ligagdo peptidica entre as cadeias (FIGURAS 8A ¢ §B).

Figura 8 — Predicdo da estrutura tridimensional de AML e MEL.

Fonte: o Autor. (A) AML: A primeira cadeia contendo 10 fitas-f3 antiparalelas e a segunda cadeia contendo 10
fitas-B antiparalelas, unidas por uma curta ligagdo peptidica; (B) MEL: A primeira cadeia contendo 9 fitas-f3
antiparalelas e a segunda cadeia contendo 10 fitas-p antiparalelas, unidas por uma curta ligagdo peptidica.
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Através da ferramenta COACH foi possivel prever o dominio de reconhecimento a
carboidratos de cada proteina. Em AML foi prevista a ligacdo com o monossacarideo D-manose
(PubChem: 439680) e os residuos envolvidos na ligacdo previsto pelo servidor foram: W',
R?30 E238 ¢ 12! (FIGURA 9A), com C-score = 0.25. De modo similar, em MEL também foi
prevista a ligacdo com D-manose e os residuos envolvidos na liga¢ao previsto pelo servidor
foram: W', R??° E?7 ¢ 2 (FIGURA 9B), com C-score = 0.30.

Ainda de acordo com a ferramenta COACH, as estruturas de BOA (Aglutinina de
Burkholderia oklahomensis, PDB 1D: 4GK9) e MBHA (Hemaglutinina da mixobactéria
Myxococcus xanthus, PDB ID: 4FBR) mostraram as maiores analogias com as estruturas
previstas, tanto de AML (TM-score = 0.989 e 0.957, respectivamente) quanto de MEL (TM-

score = 0.983 e 0.976, respectivamente).

Figura 9 — Previsdo do sitio de liga¢do das lectinas aos carboidratos.

Fonte: o Autor. (A) AML e D-manose (em verde); (B) MEL e D-manose (em ciano). (C) Vista ampliada do sitio
de ligagdo de AML; (D) Vista ampliada do sitio de ligacdo de MEL.
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4.3 Analise da sequéncia de aminoacidos e relagao filogenética

Na Figura 10, encontra-se o alinhamento entre as estruturas primarias das lectinas

da familia OAAH, utilizando o servidor MultAlin em conjunto com ESPript 3.0. Além disso, a

Figura 11 exibe a arvore filogenética de proteinas da familia OAAH, e demais proteinas

oriundas de algas vermelhas, bactérias e cianobactérias (outgroup).

Figura 10 — Alinhamento das estruturas primarias de lectinas da familia OAAH.
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Fonte: o Autor. Alinhamento multiplo pelas ferramentas MultAlin e ESPript 3.0. AML — Lectina de Amansia
multifida; MEL — Lectina de Meristiella echinocarpa; MPA-1 e MPA-2 — Lectinas de Meristotheca papulosa;
KAA-1 e KAA-2 — Lectinas de Kappaphycus alvarezzi; KSA-2 — Lectina de Kappaphycus striatus; ESA-2 —
Lectina de Eucheuma serra; EDA-2 — Lectina de Fucheuma denticulatum; ASL-1 ¢ ASL-2 — Lectinas de
Agardhiella subulata; SFL-1 ¢ SFL-2 — Lectinas de Solieria filiformis; MBHA — Hemaglutinina da
mixobactéria Myxococcus xanthus; BOA — Lectina de Burkholderia oklahomensis; OAA — Aglutinina de
Oscillatoria agardhii; PFL — Lectina de Pseudomonas fluorescens.



Figura 11 — Arvore filogenética de lectinas da familia OAAH.
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Fonte: o Autor. Cladograma construido pelo software MEGA X. KAA-1 e KAA-2 — Lectinas de Kappaphycus alvarezzi; KSA-2 — Lectina de Kappaphycus
striatus; ESA-2 — Lectina de Eucheuma serra; EDA-2 — Lectina de Eucheuma denticulatum; MPA-1 e MPA-2 — Lectinas de Meristotheca papulosa; MEL —
Lectina de Meristiella echinocarpa; ASL-1 e ASL-2 — Lectinas de Agardhiella subulata; SFL-1 e SFL-2 — Lectinas de Solieria filiformis; AML — Lectina de
Amansia multifida; MBHA — Hemaglutinina da mixobactéria Myxococcus xanthus; PFL — Lectina de Pseudomonas fluorescens; BOA — Aglutinina de
Burkholderia oklahomensis; OAA — Aglutinina de Oscillatoria agardhii; GRFT — Lectina de Griffithsia sp.; BSL — Lectina de Bryothamnion seaforthii; BTL
— Lectina de Bryothamnion triquetum; HCA — Lectina de Hypnea cervicornis; HML — Lectina de Hypnea musciformis.
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4.4 Efeito antibacteriano das lectinas em associacio com antibioticos

Os resultados dos ensaios avaliando os efeitos das lectinas sobre cepas patogénicas
estao expressos nas Tabelas 1, 2 ¢ 3. AML e MEL nao exibiram atividade antibacteriana em
combinagdo com o uso de oxacilina, com CIM> mais elevada que o uso o antibiotico isolado
(CIM) para as trés cepas testadas. Contudo, ambas as proteinas apresentaram atividade
sinérgica, em conjunto com tetraciclina, contra S. aureus ATCC 25923 (redugao de 0,250
ug/mL para 0,0625 ug/mL) e atividade aditiva contra S. aureus 700698 (reducao de 128 pg/mL
para 64 ng/mL) e E. coli ATCC 11303 (reducao de 1 ug/mL para 0,5 pg/mL).

De modo semelhante, SfL., em combinagdo com oxacilina, exibiu efeito antagonico
contra as cepas Gram-positivas e ndo interagiu com a cepa Gram-negativa; porém em
combinagdo com tetraciclina, a lectina exibiu atividade sinérgica e aditiva contra S. aureus
ATCC 25923 (reducdo de 0,250 para 0,0318 pg/mL) e S. aureus 700698 (reducdo de 128
ng/mL para 64 pg/mL), respectivamente, mas ndo houve melhoria nos efeitos inibitorios contra

E. coli.
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Tabela 1 — Efeito da lectina AML combinada aos antibioticos Oxacilina e Tetraciclina sobre Staphylococcus aureus ¢ Escherichia coli.

OXACILINA TETRACICLINA
BACTERIAS EFEITO EFEITO
CIM1 pg/mL | CIM2 pg/mL Relagio CIM1 pg/mL | CIM2 pg/mL Relagio
(individual) (combinado) | entre CIMs (individual) (combinado) | entre CIMs
S. aureus ATCC 25923 0,250 0,250 1 ) Nao 0,250 0,0625 1/4 Sinergismo
interagao
S. aureus ATCC 700698 128 256 2 Antagdnico 128 64 12 Aditivo
E. coli ATCC 11303 256 512 2 Antagonico 1 0,5 1/2 Aditivo

Fonte: o Autor. Valores da Concentracdo Inibitoria Minima individual (CIM1), Concentragdo Inibitéria Minima Combinada (CIM2) dos antibioticos combinados a lectina
AML, e da relagdo entre CIM2/CIM1. As concentragdes dos antibidticos variaram de 512 a 0,250 pg/mL para oxacilina e de 128 a 0,250 pg/mL para tetraciclina. A concentragdo

de AML se manteve constante (125 pg/mL). Valores da relagdo entre as CIMs iguais a 1/2 foram interpretados como efeito aditivo, e valores entre 1/4 a 1/16 foram considerados
como efeito sinérgico. Valores igual a 1x, 2x da CIM, foram considerados como nao interagdo ou antagdnico.
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Tabela 2 — Efeito da lectina MEL combinada aos antibioticos Oxacilina e Tetraciclina sobre Staphylococcus aureus e Escherichia. coli.
OXACILINA TETRACICLINA
BACTERIAS EFEITO EFEITO

CIM1 pg/mL | CIM2 pg/mL Relagio CIM1 pg/mL | CIM2 pg/mL Relagio
(individual) (combinado) | entre CIMs (individual) (combinado) | entre CIMs

S. aureus ATCC 25923 0,250 0,250 1 . Nao 0,250 0,0625 1/4 Sinergismo

interacdo
S. aureus ATCC 700698 128 256 2 Antagdnico 128 64 12 Aditivo
E. coli ATCC 11303 256 512 2 Antagdnico 1 0,5 12 Aditivo

Fonte: Proprio autor. Valores da Concentrag@o Inibitoéria Minima individual (CIM1), Concentragdo Inibitéria Minima Combinada (CIM2) dos antibidticos combinados a lectina
MEL e da relagdo entre CIM2/CIM1. As concentragdes dos antibioticos variaram de 512 a 0,250 pg/mL para oxacilina e de 128 a 0,250 pg/mL para tetraciclina. A concentracdo
de MEL se manteve constante (125 pg/mL). Valores da relagio entre as CIMs iguais a 1/2 foram interpretados como efeito aditivo, e valores entre 1/4 a 1/16 foram considerados
como efeito sinérgico. Valores igual a 1x, 2x da CIM, foram considerados como nao interagdo ou antagdnico.
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Tabela 3 — Efeito da lectina SFL combinada aos antibidticos Oxacilina e Tetraciclina sobre Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

OXACILINA TETRACICLINA
BACTERIAS EFEITO EFEITO
CIM1 pg/mL | CIM2 pg/mL Relagio CIM1 pg/mL | CIM2 pg/mL Relagio
(individual) (combinado) | entre CIMs (individual) (combinado) | entre CIMs
S. aureus ATCC 25923 0,250 0,5 2 Antagonico 0,250 0,0312 1/8 Sinergismo
S. aureus ATCC 700698 128 256 2 Antagdnico 128 64 12 Aditivo
E. coli ATCC 11303 256 256 1 ~ Nao 1 1 1 ~ Nao
interagao interagao

Fonte: Proprio autor. Valores da Concentragao Inibitoria Minima individual (CIM1), Concentracdo Inibitoéria Minima Combinada (CIM2) dos antibidticos combinados a lectina
SFL e da relagdo entre CIM2/CIM1. As concentragdes dos antibidticos variaram de 512 a 0,250 pg/mL para oxacilina e de 128 a 0,250 pg/mL para tetraciclina. A concentragdo
de SFL se manteve constante (125 pg/mL). Valores da relagdo entre as CIMs iguais a 1/2 foram interpretados como efeito aditivo, e valores entre 1/4 a 1/16 foram considerados
como efeito sinérgico. Valores igual a 1x, 2x da CIM, foram considerados como nao interagdo ou antagdnico.
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5 DISCUSSAO

No presente trabalho, trés lectinas de algas marinhas vermelhas foram purificadas
e, com base em sua estrutura primadria, estudos estruturais foram realizados, além de evidenciar
0s seus potenciais antibacterianos contra cepas patogénicas.

O perfil eletroforético das lectinas em SDS-PAGE se manteve proximo ao
encontrado na literatura, com pesos moleculares variando entre 28 e 30 kDa, como ja havia sido
relatado em trabalhos anteriores (Benevides et al., 1996; Chaves et al., 2018a; Chaves et al.,
2018b; Farias, 1995; Mesquita et al., 2021; Silva, 2016). Lectinas membros da familia OAAH,
como KAA-2, KSA-2, ESA-2, EDA-2, também possuem massas moleculares similares as
encontradas neste estudo (Sato; Hori, 2011; Hung et al., 2015a; Hung et al., 2015b; Sato et al.,
2011; Sato et al., 2015).

As lectinas da familia OAAH possuem cerca de 66 aminoacidos em sua cadeia, que
podem se repetir, originando proteinas de tamanhos variados (Koharudin et al., 2012). AML,
MEL e SfL possuem em sua estrutura 269, 267 e 268 residuos de aminoacidos, respectivamente,
significando cerca de quatro repeti¢des de dominio. MBHA e BOA, que também integram a
familia OAAH, possuem em suas sequéncias 267 ¢ 279 aminodcidos, respectivamente. O
mesmo ocorre com ASL, EDA-2, ESA-2, KAA-2, KSA-2, KSL e MPA, lectinas isoladas de
macroalgas vermelhas, que possuem cerca de 268 aminoacidos em sua estrutura (Hirayama;
Teramoto; Hori, 2014; Hori; Hirayama; Shibata, 2014; Hung et al., 2015a; Hung et al., 2015b;
Hung; Trinh, 2021; Sato et al., 2011; Sato et al., 2015).

Por outro lado, PFL e a propria OAA possuem, respectivamente, 133 e 132 residuos
na sequéncia, significando duas repeticoes de dominio de 66 aminoacidos. Isso se reflete na
estrutura tridimensional das moléculas, onde os dominios estao associados a conformacodes de
fitas-B. Em PFL e OAA existem 10 fitas-p antiparalelas que, em conjunto, estruturam um Unico
B-barril (Koharudin; Furey; Gronenborn, 2011; Koharudin ef al., 2012). Entretanto, nas demais
lectinas da familia OAAH que possuem mais de 260 aminodcidos em sua sequéncia, o que se
percebe sdo duas conformacdes de B-barril, construidas de fitas-f antiparalelas e unidas por
uma curta liga¢do peptidica (Koharudin et al., 2012; Whitley et al., 2013).

De acordo com a predi¢ao estrutural realizada pelo servidor online I-TASSER a
partir das estruturas primarias fornecidas, AML e MEL seguem conformacgdes estruturais

similares as de outras proteinas da familia OAAH.
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A primeira estrutura tridimensional de uma lectina de alga vermelha foi resolvida
por Zidtkowska et al. (2006) para a lectina GRFT (NCBI ID: P84801), de Griffithsia sp. A
proteina possui uma conformacao estrutural, caracterizada como um prisma-f3, do tipo jacalina,

consistindo de trés repeti¢cdes de quatro fitas-f antiparalelas (FIGURA 12).

Figura 12 — Estrutura tridimensional de GRFT.

Fonte: Zidtkowska et al. (2006).

A primeira estrutura tridimensional de uma proteina membro da familia OAAH foi
descrita por Koharudin, Furey e Gronenborn (2011) para OAA (FIGURA 13; PDB ID: 30BL).
A proteina foi produzida de forma recombinante, utilizando E. coli e marcagdo com
selenometionina para os ensaios cristalograficos. Segundo os autores, OAA possui uma
conformagdo estrutural compacta do tipo B-barril, com 10 fitas-f antiparalelas, formando

apenas um Unico dominio.

Figura 13 — Estrutura tridimensional de OAA.

Fonte: Adaptado de Koharudin, Furey e Gronenborn (2011).
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Modelos tridimensionais das demais proteinas da familia OAAH também ja foram
preditas por outros servidores in silico (FIGURA 14), como ¢ o caso de ASL-1 (AlphaFold ID:
AOA1VIFYQ3) e ASL-2 (AlphaFold ID: AO0A1V1G208), MPA-1 (AlphaFold ID:
AOA1VI1FLUO) e MPA-2 (AlphaFold ID: AOA1V1FN78), ESA-2 (AlphaFold ID: P84331) e
EDA-2 (AlphaFold ID: AOAOH5AVGS). Todas as estruturas modeladas se assemelham a

conformacao de B-barril.

Figura 14 — Modelagens estruturais putativas de ASL-1, EDA-2, ESA-2 e MPA-I.

Fonte: o Autor. Modelagens obtidas no servidor online UniProt. Em verde — ASL-1 (lectina de Agardhiella
subulata, 1D: A0OA1V1IFYQ3); em vermelho — EDA-2 (lectina de Fucheuma denticulatum, 1D:
AOVOH5AVGS); em laranja — ESA-2 (lectina de Eucheuma serra, ID: P84331); em ciano — MPA-1
(lectina de Meristotheca papulosa, ID: AOA1VIFLUO).

Em sua maioria, as regides de aminoacidos conservados nos modelos de AML e
MEL estdo nas posi¢cdes SNQWGGS!", ¥GTMTY>, >*EGPIGF¢!, "QWGG* e '»GPIGF'%.
Os dominios de reconhecimento das lectinas da familia OAAH possuem consensos na
sequéncia que incluem trés regides especificas: 'NQWGG!!, GxRxQxV*” e 22GEGPIGF!%.
Essas regides costumam estar inseridas em regides entre as fitas-f3, com repeticdes que variam
de acordo com o total de aminoacidos da proteina (Mitchell; Ramessar; O’Keefe, 2017).

MEL foi agrupada na familia OAAH por possuir estrutura primaria similar a MPA-

2, MPA-1, ASL-1, ASL-2, KAA-2, KSA-2 ¢ EDA-2, com identidades variando entre 84% e
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97% (Chaves et al., 2018a). Entre essas proteinas, destacam-se as sequéncias
“NQWGGSSAPW” e “EGPIGF”. De acordo com o previsto pela ferramenta COACH, os
aminoacidos envolvidos no reconhecimento aos carboidratos em AML e MEL se situam nas
posi¢des W43/146 R230231 "E258/259 ¢ 12617262 regpectivamente. Os aminoacidos estdo inclusos nos
motivos conservados “NQWGG”, “GDR” e “EGPIGF” da familia OAAH. Whitley et al.
(2013) apontam que essas regides também representam sitios de ligag@o a carboidrato em BOA.

Em AML e MEL foi prevista a ligagdo com o monossacarideo D-manose,
envolvendo os aminoacidos mencionados anteriormente, com C-score = 0.25 e 0.30,
respectivamente. O C-score possui valor entre [-5 e 2], onde quanto maior o valor, maior sera
a qualidade do modelo (Zheng et al., 2019). Dessa forma, os modelos obtidos apresentaram
uma boa topologia global. As estruturas de BOA e MBHA mostraram as maiores analogias com
as estruturas previstas, tanto de AML quanto de MEL, com TM-score > 0.916. Os valores de
TM-score (que variam de 0 & 1) indicam que as estruturas tiveram um 6timo alinhamento por
homologia com os modelos utilizados.

Para uma maior relevancia dos modelos estruturais obtidos da ferramenta I-
TASSER, um modelo de SfL. também foi submetido a analise in silico. Além disso, também foi
realizada a sobreposi¢@o dos trés modelos das lectinas, AML, MEL e SfL, para comparacao dos
resultados (FIGURA 15). O C-score obtido para o modelo de SfL foi de 0.79, inferior aos
encontrados para AML e MEL, mas ainda de boa qualidade. O TM-score estimado foi de 0.82

+ 0.08, possuindo as maiores analogias com BOA e MBHA.

Figura 15 — Modelo estrutural de SfL e sobreposi¢do das estruturas de AML, MEL e SfL.

Fonte: o Autor. Modelos obtidos através da ferramenta online I-TASSER e visualizagdo através do software
PyMOL. Legenda: A — Modelo estrutural de SfL; B — Sobreposi¢ao dos modelos estruturais de AML (em
azul), MEL (em verde), SfL (em vermelho).
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Chaves et al. (2018) realizaram estudos sobre modelagem tridimensional de duas
isoformas de SfL, utilizando a estrutura cristalografica de BOA ligada a 3a,6a-manopentose
como modelo estrutural e verificou que o melhor RMSD calculado entre as estruturas foi de 1.3
A. Posteriormente, Chaves et al. (2023) determinaram que a estrutura cristalografica de rSfL-1
possuia resolucdo de 1.88 A (PDB ID: 7UMJ) e verificaram que as maiores analogias entre
rSfL-1, BOA e MBHA resultaram em um RMSD de 0.943 A e 1.069 A, respectivamente. No
presente trabalho, as melhores resolu¢des de AML e MEL foram determinadas como 3.7 A e
3.9 A, respectivamente. As diferencgas entre os resultados podem estar relacionadas com os
softwares utilizados, bem como na metodologia empregada em cada ensaio.

A maioria das lectinas de macroalgas vermelhas ndo reconhecem carboidratos
simples, mas podem reconhecer estruturas complexas de glicoproteinas (Singh; Walia, 2018).
Lectinas membros da familia OAAH compartilham uma caracteristica de liga¢cdo a manosideos
e N-glicanos do tipo HM (Chaves ef al., 2018a; Chaves et al., 2018b; Sato et al., 2011; Sato et
al., 2015; Silva, 2016; Whitley et al., 2013). Essa similaridade também foi encontrada em
lectinas de cianobactérias (MVN, SVN e CV-N), rodofitas (GRFT) e cloréfitas (BCA) (Bewley;
Otero-Quintero, 2001; Bolmstedt et al., 2001; Garrison et al., 2014; Kehr et al., 2006).

Pelo cladograma da arvore filogenética das proteinas da familia OAAH construido
¢ possivel observar que grande parte das lectinas (KSA, KAA, ESA, EDA, MPA, ASL, MEL e
SfL) foram agrupadas em um mesmo clado, indicando proximidade evolutiva entre as espécies
de algas vermelhas.

Kappaphycus, Eucheuma, Meristotheca, Agardhiella, Meristiella e Solieria sao
géneros de rodofitas pertencentes a ordem Gigartinales e familia Solieriaceae. Segundo analise
da sequéncia de aminoacidos pela ferramenta online UniProt, as lectinas dessas algas
compartilham de identidades que variam entre 75% e 99% (Uniprot, 2023). Contudo, HML e
HCA, isoladas de algas do género Hypnea, (ordem Gigartinales, familia Cystocloniaceae) nao
exibem qualquer similaridade com as demais lectinas, mas possuem similaridade de 80% entre
si (Nagano et al., 2005).

Atualmente, a ordem Gigartinales abrange cerca de 40 familias e quase 1.000
espécies de algas vermelhas. A categorizacdo das familias ¢ baseada no desenvolvimento de
caracteristicas do sistema reprodutivo feminino, como a estrutura do carpogonio, localizagao
das células auxiliares e a formagdo das células de fusdo e filamentos gonimoblastos iniciais

(Algaebase, 2023b; Skriptsova, 2021).
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Curiosamente, AML foi agrupada mais préxima as lectinas de bactérias (PFL,
MBHA ¢ BOA) e cianobactérias (OAA). Vale ressaltar que uma das caracteristicas que estes
grupos compartilham ¢ a presenca de pigmentos caracteristicos. Ficobiliproteinas sdo
pigmentos acessorios presentes principalmente em cianobactérias e rodofitas, mas também em
bactérias (Pseudomonas sp.). Elas incluem a ficocianina, aloficocianina e ficoeritrina
(Fernandes; Ramos; Nascimento, 2022; Ferreira; Gouveia, 2020). Acredita-se que as
ficobiliproteinas foram adquiridas durante a evolugdo endossimbidtica e sdo parte dos
ficobilissomos, que sdo complexos proteicos associados a superficie da membrana dos
tilacoides (Montoya et al., 2021).

A. multifida é uma alga vermelha da ordem Ceramiales, familia Rhodomelaceae,
assim como macroalgas do género Bryothamnion (Familia Rhodomelaceae) e Griffithsia sp.
(familia Wrangeliaceae). A ordem Ceramiales, compreende cerca de 2.652 espécies atualmente
aceitas e representa mais de 1/3 da diversidade de algas vermelhas. As algas dessa ordem sao
definidas morfologicamente por uma estrutura de talo uniaxial, a presenca de células periaxiais
e formacao de células auxiliares pos-fertilizagdo (Algaebase, 2023c; Diaz-Tapia et al., 2019).
Entretanto, apesar das semelhangas morfoldgicas entre as espécies, AML ndo compartilha
similaridades estruturais com BSL, BTL ou GRFT.

A variagdo de caracteristicas entre lectinas ndo € isolada de uma familia para outra.
Lectinas oriundas de uma mesma espécie podem apresentar caracteristicas diferentes. Um
exemplo disso sdo as lectinas CiL-1 e CiL-2 isoladas de C. ishtmocladum, onde CilL-1
reconhece galactosideos e fetuina, enquanto CiL-2 reconhece N-acetil-galactosamina e mucina
submaxilar de porco; além disso, pelas sequéncias parciais de aminoacidos, verificou-se que
CiL-2 nao exibe semelhangas com CiL-1, mas com lectinas do Tipo-H, derivadas do molusco
Helix pomatia (Carneiro et al., 2020; Costa Filho, 2024).

Outro exemplo muito caracteristico envolvem as BPLs, isoladas de B. plumosa.
BPL2 reconhece carboidratos simples, como manose, fucose e glicose; por outro lado
Bryohealina, BPL3 e BPL4 tém uma maior preferéncia por N-acetil-galactosamina e N-acetil-
glicosamina, além de grandes varia¢des em seus pesos moleculares, o que indica sequéncias de
aminoacidos diferentes (Han et al., 2010; Han et al., 2011; Han et al., 2012c; Kim; Klochkova,
2005; Yoon et al., 2008).

Vérios estudos comprovam o potencial biomédico e antiviral de lectinas que
possuem especificidade de ligagdo a N-glicanos do tipo HM ou manosideos contra agentes

virais, como por exemplo o HIV, SARS-CoV e Influenza (Mitchell; Ramessar; O’Keefe, 2017;
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Singh; Walia, 2018). Alguns trabalhos também destacam o potencial antibacteriano de outras
lectinas de algas vermelhas, como GMA (extraida de Galaxaura marginata), ESA, GPE
(extraida de Gracilaria fisheri) e SfL (Boonsri ef al., 2017; Holanda et al., 2005; Liao et al.,
2003).

Visando uma nova alternativa no combate a cepas bacterianas patogénicas, o
presente trabalho teve como objetivo verificar se o uso de dois antibioticos de diferentes classes
em associagdo com lectinas de algas vermelhas resultaria em uma maior eficacia dos farmacos.
Por meio da combinacdo das moléculas, ¢ possivel obter informagdes sobre o potencial dessa
combinagdo para o tratamento de infec¢des (Medeiros, 2012; Oliveira et al., 2021).

Pdde-se observar um efeito sinérgico contra S. aureus ATCC 25923 quando as
lectinas (AML, MEL e SfL) foram incubadas com tetraciclina e um efeito aditivo contra S.
aureus ATCC 700698 (MRSA) e E. coli ATCC 11303, utilizando o mesmo antibiotico.

AML foi capaz de reduzir o numero de células viaveis de S. aureus e E. coli, além
de apresentar atividade contra HIV-1 e HIV-2 (Silva, 2016). MEL foi capaz de reconhecer e
aglutinar cepas bacterianas patogénicas de Vibrio alginolyticus e multirresistentes de
Salmonella (Chaves et al., 2018a). Holanda ef al. (2005) destacam que SfL foi capaz de inibir
o crescimento de cepas Gram-negativas de Serratia marcescens, Salmonella typhi, Klebsiella
pneumoniae, Enterobacter aerogenes, Proteus sp, € Pseudomonas aeruginosa, mas nao teve
efeito sobre E. coli nem sobre as cepas Gram-positivas de S. aureus e Bacillus subtilis.

As bactérias Gram-positivas possuem uma parede celular espessa e formada por
peptidoglicanos, que sdo macromoléculas formadas por repeticdes de dissacarideos (N-acetil-
glicosamina-[B1-4]-N-acetilmuramico), ligado a um tetrapeptideo formando pequenas
ramificagoes. Ja as Gram-negativas possuem uma camada mais fina de peptidoglicano, envolta
por uma camada complexa de lipopolissacarideos (Cortelazzo, 2013).

Como algumas lectinas de algas vermelhas (AML, MEL e SfL), bactérias (MBHA
e BOA) e cianobactérias (OAA) possuem uma maior especificidade para reconhecer
carboidratos e oligossacarideos complexos, pode-se sugerir que essas proteinas tenham melhor
capacidade para reconhecer a parede celular de bactérias Gram-negativas. Reconhecendo essa
estrutura, as proteinas poderiam aglutinar esses micro-organismos e facilitar a agdo
antibacteriana dos antibioticos, aumentando a permeabilidade da membrana e facilitando a

entrada da molécula.
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A conjun¢ao com AML e MEL aumentou a eficécia da ac¢do da tetraciclina sobre
E. coli. Além disso, pode-se destacar o efeito sobre a cepa resistente S. aureus ATCC 700698
quando o farmaco foi utilizado em conjunto com as trés lectinas.

As tetraciclinas sdo os antibioticos mais comuns utilizados mundialmente. O
composto ativo ¢ caracterizado como sendo de amplo-espectro, inibindo a sintese proteica de
diversas cepas sendo eficaz contra infec¢des bacterianas. As tetraciclinas sdo derivadas de
Streptomyces spp., compostas de um anel tetraciclico, com agrupamentos funcionais de
hidroxila, metil e dimetilamino (Ahmad; Zhu; Sun, 2021).

As tetraciclinas tém sido amplamente utilizadas em tratamento de doengas
humanas, na aquicultura e em animais domésticos, por conta de seu baixo preco de produgao,
alta qualidade e pureza (Hou et al., 2016). Contudo, devido seu uso indiscriminado no
tratamento de doencas, o fArmaco pode acabar se tornando um grave problema ambiental e de
saude publica, em especial por conta do surgimento de cepas resistentes (Ahmad; Zhu; Sun,
2021).

De acordo com Gomes et al. (2013) e Coelho (2017) as lectinas estdo envolvidas
nos mecanismos de defesa de plantas e animais, que podem envolver sua capacidade de
aglutinar e imobilizar células como também oferecer toxicidade aos micro-organismos.

Autores também propdem que o aumento da agdo do antibidtico contra cepas
resistentes estd relacionado: as interacdes entre as lectinas com os componentes da membrana
celular bacteriana (4cidos teicdicos, peptidoglicano e lipopolissacarideos), as alteracdes na
permeabilidade celular e as interacdes com receptores de membrana que desencadeiam
respostas intracelulares (Santos et al., 2020; Silva et al., 2019; Silva et al., 2019).

Algumas lectinas podem estar correlacionadas com a formacdo de poros na
membrana bacteriana, como a Regllla (Coelho et al., 2018), causando uma maior
permeabilizagdo e facilidade de acesso do medicamento ao interior da célula.

Silva (2023) realizou estudos sobre docking molecular empregando as lectinas
AML e MEL, e quatro diferentes farmacos, incluindo oxacilina e tetraciclina, objetivando
identificar os potenciais sitios de ligacdo para os fdrmacos e selecionar quais seriam os sitios
mais promissores. Os resultados revelaram que todos os farmacos avaliados foram inicialmente
capazes de se ligar aos quatro sitios de ligagdo a carboidratos presentes nas lectinas. No entanto,
um quinto sitio de liga¢do, denominado sitio 5, localizado entre os dominios B-barril das

lectinas, foi identificado como alvo adicional dos fAirmacos, conforme ilustrado na Figura 5.
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Notavelmente, os resultados mais promissores ¢ conformagdes mais favoraveis para
os farmacos continuaram sendo observados no sitio 5, o que foi a base da escolha deste sitio

para analises posteriores envolvendo os fArmacos em questao.

Figura 16 — Sitio 5 de ligagao entre AML e ampicilina.

Fonte: Silva (2023).

Trabalhos recentes destacam o potencial antibacteriano de lectinas de invertebrados
marinhos em combinagdo com antibidticos. Duarte et al. (2023) observaram que ALL, lectina
da esponja Aplysina lactuca, exibiu atividade sinérgica com ampicilina contra S. aureus ATCC
25923, S. aureus ATCC 700698, S. epidermidis ATCC 12228, S. epidermidis ATCC 35984 e
E. coli ATCC 11303, além de efeito aditivo contra as mesmas cepas quando combinada com
tetraciclina.

Oliveira Neto (2023) destaca que AFL, lectina de Aplysina fulva, potencializou o
efeito dos antibidticos ampicilina e tetraciclina frente a S. aureus ATCC 700698, S. epidermidis
ATCC 35984 e E. coli ATCC 11303. Oton (2023) também aponta que ACL, lectina de Aplysina
cauliformis, em combinagdo com ampicilina e tetraciclina, exibiu resultados positivos contra

as cepas bacterianas mencionadas anteriormente.
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6 CONCLUSAO

AML, MEL e SfL foram purificadas com sucesso através de cromatografia de troca
i6nica em matriz de DEAE-Sephacel, apresentando uma tinica banda em SDS-PAGE 15%. De
acordo com a modelagem da estrutura tridimensional realizada in silico, as conformagdes de
AML e MEL se assemelham a um -barril, caracteristico de lectinas da familia OAAH. Pela
predi¢ao do dominio de reconhecimento a carboidrato, quatro aminoacidos de AML ¢ MEL

estariam envolvidos na ligagio (W!43/144 R230/229 'F258/257 o [261/260

, respectivamente). De acordo
com a arvore filogenética construida, MEL e SfL estariam agrupadas no mesmo clado de outras
lectinas de algas que fazem parte da familia OAAH, porém AML estaria mais proxima,
evolutivamente, das lectinas de bactérias e cianobactérias (MBHA, BOA, PFL ¢ OAA).
Verificou-se também que a acdo combinada das lectinas com tetraciclina melhorou o potencial
do efeito do antibidtico contra cepas patogénicas de S. aureus e E. coli, além de uma cepa
MRSA (ATCC 700698). Estudos mais aprofundados sdo necessarios para compreender os
mecanismos envolvidos nessa interagdo, para que se possa otimizar o tratamento de doencgas
infecciosas causadas por bactérias, utilizando compostos bioativos de fontes alternativas. Este

¢ o primeiro trabalho que destaca o potencial antibacteriano de lectinas de algas vermelhas em

associagao com antibiodticos.
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