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RESUMO

A Organizagdo Mundial da Satide nomeou a resisténcia bacteriana aos antibioticos
como uma das mais importantes ameacas a saude publica do século XXI, fazendo-se
necessario o desenvolvimento de novas estratégias, a fim de mitigar esta problematica.
Visando isso, estudos revelam uma classe de proteinas que reconhecem e interagem
com carboidratos especificos chamadas lectinas, em associacao com antibioticos tém se
mostrado uma alternativa no tratamento de infecgdes causadas por patdogenos
multirresistentes, visto que essa combinacao ¢ capaz de aumentar o efeito antibacteriano
de aminoglicosideos. Este estudo teve como objetivo analisar a interagdo e a capacidade
da lectina das sementes de Machaerium acutifolium (MalL) em modular a atividade
antibidtica da gentamicina em bactérias multiressistentes. A lectina foi purificada a
partir da precipita¢do por sulfato de amonio na fragdo 0-60 % seguido de dois passos
cromatograficos, em coluna de manose-agarose e posterior cromatografia de troca
ionica. A lectina purificada foi utilizada nos ensaios de inibigdo da atividade
hemaglutinante e ensaios bioldgicos. O estudo de inibi¢cdo da atividade hemaglutinante,
revelou que a gentamicina foi capaz de inibir a atividade da MaLL em uma concentragdo
inibitéria minima (CIM) de 12,5 mM. A CIM para a atividade antibacteriana obtida para
a MaL contra todas as cepas estudadas ndo foi clinicamente relevante (CIM > 1,024 pg
mL™). No entanto, quando a MaL foi combinada com a gentamicina, foi observado um
aumento significativo na a¢do antibidtica contra Staphylococcus aureus e Escherichia
coli. A MaL também reduziu o perfil de tolerancia a antibidticos em S. aureus durante
10 dias de tratamento continuo. Em conclusdo observou que a lectina das sementes de
M. acutifolium em sinergismo com o antibidtico gentamicina apresentou acao
potencializadora contra bactérias de S. aureus e E. coli, além de reduzir significamente
o perfil de tolerancia de S. aureus frente a gentamicina.

Palavras-chave: Aminoglicosideo. MaL. Purificagdo. Sinergismo. Tolerancia.



ABSTRACT

The World Health Organization has named the resistance bacterial to antibiotics as one
of the most important threats to public health of the century XXI, making it necessary to
develop new strategies, in order to mitigate this problem. In order, that studies show
thata class of proteins that recognizes and interact with  specific
carbohydrates called lectins, in association with antibiotics have shown of an alternative
in treatment of infections caused by pathogens multiresistant, as this combination is
capable of enhancing the antibacterial effect of aminoglycosides. This study aimed to
analyze the interaction and lectin capacity of Machaerium acutifolium (MaL) seeds to
modulate gentamicin antibiotic activity in multiresistant bacteria. The lectin was
purified from ammonium sulfate precipitation at 0-60% fraction followed by two
chromatographic steps in column mannose-agarose and subsequent ion exchange
chromatography. The lectin purified was used in hemaglutinating activity inhibition
assays and  biological  assays. The study of  the inhibition  of  the
activity hemagglutinating, showed that gentamicin was able to inhibit the activity
of MAL in one minimum inhibitory concentration (MIC) of 12,5 mM. The MIC for the
antibacterial activity obtained for MaL against all strains studied was not clinically
relevant (MIC > 1,024 ugmL™"). However, when the MaL was combined
with the gentamicin  was a  significant increase in  antibiotic  activity
against Staphylococcus aureus and Escherichia coli. The MaL also reduced profile of
tolerance to antibiotics in S. aureus for 10 days of continuous treatment. In conclusion,
it was observed that the lectin of M. acutifolium seeds in synergism with the gentamicin
antibiotic showed potentiating action against S. aureus and E. coli bacteria, besides
significantly reducing the tolerance profile of S. aureus against gentamicin.

Key-words: Aminoglycosides. MaL. Purification. Synergism. Tolerance.
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1 INTRODUCAO

A Organizacdo Mundial da Satde nomeou a resisténcia a antibidticos como
uma das mais importantes ameagas a satde publica do século XXI (WHO, 2014). A
cada ano aumenta o uso indiscriminado e excessivo de antibidticos, o que leva ao
aumento da resisténcia bacteriana, através do desenvolvimento de cepas
multirresistentes. Toda essa "resisténcia a antibidticos pandémicos" acarreta o aumento
na taxa de mortalidade por infec¢des (KHAN; BAIG; MEHBOOB; 2017).

O surgimento de cepas resistentes como Staphylococcus aureus a uma ampla
variedade de antibiodticos, incluindo aminoglicosideos, macrolideos, lincosamidas,
fluoroquinolonas, cloranfenicol, sulfonamidas e tetraciclina, tornou-se um problema
pandémico devido a opgdes terapéuticas limitadas (SCHITO, 2006).

No que diz respeito a crescente importancia dada a infec¢des bacterianas em
comunidades hospitalares e para o desenvolvimento progressivo da resisténcia
antimicrobiana, muitos trabalhos t€ém demostrado que combinagdes multiplas de drogas
sintéticas estdo sendo utilizadas na tentativa de combater a disseminagdo de bactérias
patogénicas resistentes a antibidticos. Trabalhos indicam ainda que, diferentes
combinagdes antibidticas testadas in vitro e aplicadas na clinica, sdo comuns, como
acontece na combinagdo de penicilina com a gentamicina. Tal combina¢do vem sendo
utilizada também entre antibiotico e produtos naturais de origem vegetal, resultando na
modificacdo do efeito dos antibidticos, gerando respostas sinérgicas capazes de
aumentar a atividade antibidtica ou até mesmo reverter o quadro da resisténcia
(COUTINHO et al., 2008; GIBBONS, 2004).

Com o aumento global das infeccdes resistentes aos antibidticos, novas
moléculas com atividade antimicrobiana estdo sendo desenvolvidas (SILVA;
AQUINO, 2018). Além disso, a busca por biomoléculas que possam modular
mecanismos de resposta imune € atraente para o ajuste das condi¢gdes imunologicas e
aplicagdes terapéuticas em diversos processos relacionados a resposta as doengas e
infeccoes (MAJEE; BISWAS, 2013). Entre as mais diversas moléculas de origem
natural com potencial em modular a a¢do de antibidticos, podemos citar, os 6leos
essenciais (COUTINHO et al., 2017), secre¢des glandulares de anfibios (SALES, et al.,
2017), extratos de macroalgas (CORDEIRO et al.,, 2018) e proteinas de plantas
(SANTOS, A. et al., 2019).

Dentre as diversas proteinas de plantas, destacam-se as lectinas, que sdo

proteinas de origem ndo imune que possuem a destreza de reconhecer e ligar-se
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reversivelmente a moléculas de carboidratos especificos, além de serem capazes de
modular respostas celulares distintas (LAM; NG, 2010). Lectinas apresentam
atividades imunomoduladoras, anti-inflamatorias, antitumorais, hipotensivas,
inseticidas, antivirais, antifingicas e antibacterianas (PAIVA, 2013).

Destacando-se ainda o potencial das lectinas extraidas de plantas do cerrado
maranhense, entre as quais algumas sdo ligantes a glicose e manose que, em associagao
a antibidticos apresentam atividade sinérgica aumentando o efeito dos antimicrobianos
contra bactérias multirresistentes (SANTOS, V. et al., 2019a; SANTOS, V. et al,,
2019b; SILVA etal., 2019).

Lectinas do género Machaerium em geral possuem ligagdo aos carboidratos
glicose e manose e apresentam atividades biolodgicas ja descritas, tais como, atividade
antinociceptiva (SANTOS, A. et al, 2019), anti-inflamatoria (LOPES, 2013),
antimaldarica, antibacteriana (MUHAMMAD et al., 2001; MUHAMMAD et al., 2003).

Como as lectinas possuem a capacidade de interagir com glicanos de superficies
celulares, propde-se que ocorram interagdes entre a lectina e o antimicrobiano
gentamicina da classe dos aminoglicosideos devido ao fato de a estrutura do antibiotico
supracitado possuir glicanos passiveis de interagdo, possibilitando um efeito sinérgico
entre essas moléculas potencializando a acdo deste antimicrobiano contra cepas
multirresistentes.

Objetiva-se com este trabalho, avaliar a interacdo e efeito modulador da lectina
presente nas sementes de Machaerium acutifolium com o antibidtico gentamicina a
partir de ensaios realizados com linhagens bacterianas Gram-positivas ¢ Gram-

negativas multirresistentes.

2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos historicos do desenvolvimento dos antibi6ticos

No periodo de 1857 a 1914, avancos rapidos, liderados principalmente por
Pasteur e Robert Koch, levaram ao estabelecimento da microbiologia como uma
ciéncia. As descobertas durante esses anos incluiram tanto os agentes de muitas
doengas como o papel da imunidade na prevencdo e na cura das doengas (TORTORA,
2012).

As pesquisas ainda nesse periodo eram conduzidas na busca de agentes quimicos
que apresentassem atividade antibidtica. Paul Ehrlich, conhecido como o pai da

quimioterapia, devido ao uso de substincias quimicas contra infec¢des, foi responsavel
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pelos conceitos primarios de que uma substancia quimica poderia interferir na
proliferagdo de micro-organismos, em concentragdes toleraveis pelo hospedeiro, com
isso, em 1910, Ehrlich desenvolveu o primeiro antibiético de origem sintética
(PATRIK, 1995; 2005).

Em 1928, no laboratorio do St. Mary’s Hospital, em Londres, durante os estudos
com uma cultura de bactérias do género Staphylococcus, o médico e professor de
bacteriologia Alexander Fleming observou a presenca de um bolor contaminando uma
de suas culturas, o qual havia provocado a morte dessas bactérias (GOODMAN;
GILMAN, 2010). Visto isso, Fleming, indeliberadamente descobriu um antibidtico,
que inibiu o crescimento das bactérias adjacentes pelo fungo Penicillium notatum,
sendo mais tarde chamado de Penicillium chrysogenum, que ficou conhecido como,
penicilina; depois das descobertas iniciais dos antibidticos, outros foram desenvolvidos
(TORTORA, 2012).

Em 1935, foi criado por Gerhard Domagk um medicamento antibacteriano
sintético, Prontosil, cujo ingrediente ativo ¢ sulfanilamida que foi posteriormente
identificado por Daniel Bovet, do Instituto Pasteur. E em 1939, René Dubos no
laboratério de Oswald Avery no Rockefeller Institute for Medical Pesquisa em Nova
York identificou tirotricina (uma mistura de antibidticos peptidicos tirocidina e
gramicidina D) de bactérias do solo, sendo amplamente considerado o primeiro
antibiotico a ser estabelecido como substancia terapéutica (FERNANDES, 2006).

Apos ser introduzida a penicilina como agente terapéutico em 1940, houve um
aumento significativo na descoberta de novos medicamentos em consequéncia da
segunda guerra mundial (PROJAN; SHLAES, 2004).

Nos anos de 1940 e 1960 houve a descoberta de diversos antibiodticos através de
triagens de produtos naturais microbianos, sendo a maioria deles eficazes para o
tratamento de bactérias gram-positivo, tais como, pf-lactimicos, aminoglicosideos,
tetraciclinas, peptideos, macrolideos entre outros. Ja nas décadas de 1960 a 1970, o
surgimento de bactérias resistentes a antibioticos e sua disseminacdo no ambiente
hospitalar acrescentou urgéncia para procurar novos compostos antibidticos
(FERNANDES, 2006).

A genOmica e as triagens de colecdes de compostos de produtos naturais
microbianos foram as principais ferramentas utilizadas para a busca de novos
antibioticos em 1980 a 2000. Porém, houve uma reducdo drastica na identificacdo de

novos protétipos antibidticos, a0 mesmo tempo em que ocorreu um aumento na
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incidéncia de resisténcia bacteriana (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

2.2 Resisténcia e modulacao bacteriana aos antimicrobianos

A influéncia da resisténcia aos antibidticos na satide e bem-estar humano e
animal, bem como suas consequéncias econdmicas, reforcou a necessidade de um
esforco em rastrear e controlar seu surgimento e disseminacdo (WHO, 2014;
KESSELHEIM; OUTTERSON, 2010). A historia mostrou que a introdu¢ao de um
novo antibidtico ¢ frequentemente seguida pelo desenvolvimento de resisténcia
bacteriana, devido a administracao de altas doses de antibidticos de amplo espectro em
resposta a infecc¢do, fornecendo assim o potencial para a sele¢do de cepas resistentes
(WHO, 2001).

O amplo uso de antibidticos em sistemas comerciais de produgdo de animais
resultou na gera¢do e disseminagdo de genes de resisténcia antimicrobiana (ARGs)
(MODI; COLLINS; RELMAN, 2014; DAVIES; DAVIES, 2010). Existem varias
razdes subjacentes a esse fendmeno, como o uso de antimicrobiano ser o principal fator
de resisténcia e, paradoxalmente, essa pressao seletiva vem de uma combinagdo de uso
excessivo em muitas partes do mundo, uso incorreto devido a falta de acesso ao
tratamento adequado e falha na conclusdo dos cursos de tratamento (WHO, 2001), as
caracteristicas microbianas inerentes também desempenham um papel - por exemplo, a
resisténcia de S. aureus a penicilina ¢ altamente prevalente e, no entanto, as cepas de
Streptococcus pyogenes sdo uniformemente sensivel a penicilina, que continua sendo a
droga de escolha no tratamento de infeccdes causadas por esse organismo
(MARCHESE et al.,, 2000), as caracteristicas sociais e tecnologicas também
contribuem para a disseminacdo da resisténcia a antibioticos devido a aumentos
substanciais na disponibilidade e facilidade de viagem dentro e entre paises (LOWY,
2003).

As bactérias podem ser intrinsecamente resistentes a certos antibidticos, mas
também podem adquirir resisténcia aos antibidticos por meio de mutagdes nos genes
cromossomicos e por transferéncia horizontal de genes. A resisténcia intrinseca de uma
espécie bacteriana a um antibiotico especifico ¢ a capacidade de resistir a acao desse
antibiotico como resultado de caracteristicas estruturais ou funcionais inerentes
(BLAIR et al., 2015).

Mutagdes genéticas, por exemplo, podem ser induzidas por competi¢do inter ou

intraespécies, pressao antibidtica exdgena e reconhecimento e resposta imunes. Além
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disso, os genes de resisténcia a antibioticos podem ser adquiridos por recombinagao
genética por transferéncia horizontal de genes (HGT), conjugacdo, transducdo de fago
ou transformagao (MODI; COLLINS; RELMAN, 2014; DAVIES; DAVIES, 2010).

O surgimento de resisténcia aos antimicrobianos parece ter seduzido o ritmo em
que descobertas e desenvolvimento de melhores tratamentos antibioticos sao feitos e, a
medida que avangamos novas abordagens para substituir € complementar terapias com
antibioticos sao necessarias (JONES et al., 2017). Visto isso, trabalhos tém demostrado
que combinagdes multiplas de drogas sintéticas estdo sendo utilizadas na tentativa de
combater a disseminacao de bactérias patogénicas resistentes a antibioticos
(COUTINHO et al., 2008; GIBBONS, 2004).

A associacdo de antimicrobianos ¢ avaliada por sua capacidade de suprimir o
surgimento de mutantes resistentes e produzir um efeito sinérgico in vivo. Tal efeito é
capaz de prolongar a vida util dos antimicrobianos atuais e, se usados em combinag¢ao
com outros produtos, como os de origem natural podem representar um alternativa
terapéutica no tratamento de infec¢des causadas por patogenos (MUSUMECI, 2013).

A possibilidade de potencializar o efeito de um antibidtico a partir de sua
combinagdo com um produto de origem natural, tem sido estudada por varios
pesquisadores, entre os quais Lavor et al. (2014) demonstraram que o extrato e fragdes
obtidos de folhas de uma planta Euphorbiaceae apresentaram sinergismo quando
associados aos aminoglicosideos.

Além de extratos e fracdes que foram capazes de aumentar o efeito de
antibioticos, recentemente macromoléulas especificas tém sido testadas, como € o caso
das proteinas da classe das lectinas que possuem a habilidade de reconhecer e interagir
com carboidratos, a exemplo foi observado a interacdo entre a lectina e o antibidtico
gentamicina por meio da inibicdo da atividade hemaglutinante e o efeito modulador
através do aumento da eficacia do antimicrobiano contra cepas multirresistentes de S.
aureus, (SANTOS, V. et al., 2019b).

A lectina de Parkia platycephala teve sua atividade hemaglutinante inibida pelo
antibidtico gentamicina e, sugere-se que a interagdao entre o antibidtico e a lectina se
deu devido a presenca de carboidratos na estrutura do antimicrobiano. Além disso, foi
observado que uma dose sub-inibitéria da lectina foi capaz de aumentar o efeito do
antibidtico gentamicina contra cepas multiressistentes (SILVA et al., 2019).

Além da inibicdo da atividade hemaglutinante, técnicas de espectroscopia de

fluorescéncia e docking molecular demostraram que a lectina das sementes de Dioclea
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violacea interage com o antibidtico gentamicina e apesar desta lectina nao apresentar
atividade antimicrobiana em concentragdes menores que 1024 pg mL™, quando
associada ao antibidtico potencializa o efeito do mesmo frente as cepas
multiresistententes de S. aureus e E. coli. Sendo ainda capaz de inibir o mecanismo de
tolerancia de S. aureus a gentamicina e diminuir o grau de nefrotoxidade nos rins de

ratos tratados com a combinag¢do DVL-gentamicina (SANTOS, V. et al., 2019b).

2.3 Gentamicina

Gentamicina ¢ um antibidtico bactericida pertencente ao grupo aminoglicosideo
usado para o tratamento de diferentes infecgdes bacterianas, principalmente para
infeccdes do trato urindrio, pneumonia, infec¢do Ossea, meningite e doencas
inflamatorias pélvicas. Gentamicina consiste em um nimero diferente de compostos
relacionados, incluindo gentamicina C1, Cla e C2 (que possuem 80% de atividade
antibacteriana) enquanto; gentamicina A, B, X (possui 20% de atividade
antibacteriana) (VYSAKH et al., 2018).

A gentamicina atua ligando-se a subunidade ribossémica 30S, que causa erros na
ordem e no tipo de aminoacidos inseridos na cadeia polipeptidica, causando
interrup¢do do alongamento da cadeia peptidica e morte bacteriana (PERIANU; RAU;
VIJAN, 2019; PRATT et al., 2018).

A utilizagdo de antibidticos como a gentamicina tem a finalidade de amenizar ou
inibir a resisténcia bacteriana, no entanto, algumas bactérias podem apresentar
mecanismos contra a acdo do antibidtico. Os quatro principais mecanismos sao: a
modificagao ou destruigdo enzimatica do antibiotico (ex: enzimas modificadoras de
aminoglicosideos (AMEs) que modificam covalentemente os grupos hidroxila ou
amino da molécula de aminoglicosideo) (RAMIREZ; TOLMASKI, 2010); a preveng¢ao
da acumulagdo intracelular do antibiodtico através da redugdo da permeabilidade celular
ao antibidtico (ex: resisténcia da bactéria Pseudomonas aeruginosa ao imipenem) ou da
existéncia de bombas de efluxo dos antibidticos das células bacterianas (ex: resisténcia
da familia das enterobacteridceas as tetraciclinas); as alteracdes nas moléculas alvo dos
antibioticos (ex: resisténcia intrinseca das bactérias do género Enterococcus as
cefalosporinas), e a producao de moléculas alvo alternativas que ndo sdo inibidas pelo
antibidtico, enquanto se continua a produzir as moléculas alvo originais, contornando
desse modo a inibi¢do induzida pelo antibidtico (ex: resisténcia da bactéria

Staphylococcus aureus a meticilina) (HAWKEY, 1998; FORBES, SAHM,
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WEISSFELD, 2007; LOUREIRO et al., 2016).

Com a intencdo de impedir a acdo destes mecanismos, efeito sinérgico de
moléculas e o antibidtico gentamicina ja vém sendo descrito, como no trabalho de
Alves et al. (2019) em que o 6leo essencial de Piper rivinoides Kunth (BETIS-WHITE)
quando acoplado a gentamicina, agiu sinergicamente a partir de ensaios de CIM
(Concentragdo Inibitéria Minina). H4 trabalhos que relatam a interagdo de lectinas com
o antibiotico gentamicina, demonstrando essa interagdo por meio de testes de inibi¢ao
da atividade hemaglutinante, refletindo no aumento do efeito do antibidtico contra
cepas multiresistentes (SANTOS, V. et al, 2019a). Uma outra lectina de P.
platycephala demostrou capacidade de aumentar a ag¢do antibidtica da gentamicina

contra cepas bacterianas multirresistentes (SILVA et al., 2019).

2.4 Aspectos historico, estruturais e de classificacdo das lectinas

O estudo com lectinas data desde o século XIX, quando evidéncias apontavam a
existéncia de proteinas com a capacidade de aglutinar eritrocitos, essas proteinas eram
chamadas de hemaglutininas ou fitohemaglutininas, pois eram encontradas, em sua
maioria, em plantas (SHARON; LIS, 2004).

Em 1860 o pesquisador Silas Weir Mitchell, observou que o sangue de pombo
na presenca de veneno da serpente Crotalus durissius, apresentava coagulacdo das
hemadcias. Stillmark (1888) descreveu o efeito toxico de sementes de Ricinus communis
e fol o primeiro a associar a capacidade hemaglutinante ao fator proteico toxico da
ricina. Landsteiner e Raubitishek (1908) estudaram a seletividade das aglutininas,
destacaram a caracteristica ndo toxica das lectinas, e a partir de entdo foram
descobertos outros vegetais com a mesma caracteristica ndo toxica e hemaglutinante
(SHARON; LIS, 2004).

A primeira purificagdo de lectina foi realizada em 1919 por James Sumner, a
partir de sementes de Canavalia ensiformis. Sumner isolou uma proteina que
denominou de Concanavalina A (Con A), através de precipitacdo salina e cristalizacao,
deste modo obteve-se a primeira hemaglutinina pura (SHARON; LIS, 2004). Renkonen
e Boyd em 1948 e Regueira em 1949, relataram que algumas hemaglutininas
apresentam uma clara preferéncia a um tipo de eritrdcito especifico dentro do sistema
sanguineo ABO (VAN DAMME et al., 1998).

Boyd e Shapleigh em 1954 definiu um novo termo a essas proteinas, o termo

“lectina”, que vem da palavra latina “legere”, que significa “selecionar” (LAM; NG,
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2010). Em 1972, o termo lectina foi generalizado para todas aquelas proteinas que
possuissem a capacidade de aglutinar células ou precipitar polissacarideos e
glicoproteinas (SHARON; LIS, 1972), ocorrendo inibicdo desta atividade por
carboidratos (RUDIGER, 1998). Foi em 1960 que, Petter Nowell demonstrou que as
lectinas das sementes de Phaseolus vulgares (PHA) possuia atividade mitogénica sobre
linfécitos (SHARON; LIS, 2004).

Posteriormente percebeu-se que as lectinas estdo amplamente distribuidas na
natureza, desde microorganismos, plantas e animais. Podendo atuar na mediagdo do
reconhecimento bioldgico de muitos eventos ligados a comunicagdo celular,
desenvolvimento, defesa, metastase tumoral, inflamag¢ao (CAVADA et al., 2001).

As lectinas vegetais constituem um grupo heterogéneo de proteinas por serem
diferentes entre si no que diz respeito as suas propriedades bioquimicas e fisico-
quimicas, estrutura molecular, especificidade e atividades bioldgicas (VAN DAMME
et al., 1998). Apresentam diversidade estrutural e o aspecto comum entre estas
moléculas ¢ a presenca de pelo menos um sitio de ligagdo a carboidrato em cada cadeia
polipeptidica (XIMENES, 2009).

Comumente, as lectinas de leguminosas consistem de duas ou quatro subunidades
idénticas ou quase idénticas (protomeros) de 25 a 30 kDa cada, que geralmente sdo um
unico polipeptideo cadeias de cerca de 250 aminodcidos apresentando um ou dois N-
oligossacarideos ligados. Cada protomero contém um local de combinagdo de
carboidratos, um Ca®" firmemente ligado e um fon metalico, geralmente Mn*"
(AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005).

De acordo com Van Damme et al. (1998), as lectinas extraidas a partir de
vegetais sdo classificadas considerando suas habilidades de reconhecimento e
especificidade de ligagdo de maneira reversivel aos carboidratos e seus aspectos
estruturais, estando organizadas em quatro grupos: merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas e superlectinas.

As merolectinas sdo proteinas que apresentam em sua estrutura apenas um
dominio ligante de carboidrato, sendo incapazes de aglutinar eritrocitos ou precipitar
glicoconjugados, visto que, sdo monovalentes; por exemplo, tem-se a Hevea
brasiliensis (VAN PARIJS et al., 1991). J& as hololectinas sdo um grupo de lectinas
que possuem dois ou mais dominios que interagem com carboidratos iguais ou
similares. As quais podem ser divalentes ou multivalentes, apresentam ainda a

capacidade de aglutinar células e precipitar glicoconjugados. Maioria das lectinas
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compreende esta classe, entre elas, as espécies da subtribo Diocleinaec (CAVADA et
al., 2001). As quimerolectinas sdo proteinas com um dominio ligante a carboidrato que
estd associado a outro dominio catalitico ou atividade biologica distinta atuando
independente do dominio de ligagdo de carboidratos. De acordo com o numero de
dominios ligantes a carboidratos, esta classe de lectinas pode ser considerada como
merolecinas ou hololectinas, a exemplo t€ém-se a ricina (PEUMANS; VAN DAMME,
1998). Por fim, as superlectinas sdo reconhecidas como uma classe de hololectinas que
possuem, no minimo, dois dominios ligantes a carboidratos. Entretanto, estes dominios
diferentes das hololectinas, ndo sdao iguais e nem similares os fazendo capazes de
reconhecer carboidratos diferentes em sua estrutura. Lectina do bulbo de tulipa é uma
superlectina que apresentam dois dominios de ligagdo a carboidrato, a manose ¢ N-
acetil-galactosamina (VAN DAMME et al., 1996).

Analises de genoma / transcriptoma de plantas forneceram evidéncias para a
ocorréncia de muitas proteinas contendo um ou mais dominios de lectina incorporados
em uma arquitetura de multiplos dominios mais ou menos complexa (VAN DAMME
et al., 2008). Devido a esta complexidade e heterogeneidade entre todas as proteinas de
ligagdo a carboidratos, ¢ preferivel considerar a classe de lectinas vegetais em termos
dos dominios de ligacdo a carboidratos presentes nessas proteinas (VANDENBORRE;
SMAGGHE; VAN DAMME, 2011).

2.5 Aplicacdes biotecnoléogicas das lectinas

As lectinas, por se ligar a glicoconjugados, mostram ser importantes instrumentos
em diversas dreas da ciéncia, em especial, em processos meédicos, quimicos e
biologicos, estando distribuidas na natureza, desde microorganismos, plantas € animais
(XIMENES, 2009).

Lectinas de fungos revelaram atividades imunomoduladoras, mitogénicas,
antiproliferativas, antitumoral, antiviral e antimicrobiana (HASSAN et al., 2015;
SINHG; KAUR; SINGH, 2014). Um grande niimero de lectinas de algas também atraiu
atencdo consideravel para aplicacdes biomédicas, incluindo anti-HIV, antitumoral,
antimicrobiana, antiinflamatoria e atividades antinociceptivas (WATANABE et al.,
2013). Lectinas animais desempenham um papel em varios processos fisiologicos,
como a metastase de cancer, vias de apoptose e imunomodulacio (KILPATRICK,
2002; LIU et al., 2012) .

As lectinas vegetais pertecentes a familia Leguminosae, apresentam em geral,
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varias aplicagdes bioldgicas, como mediadores da resposta inflamatoria e imune;
agentes antivirais, antibacterianos, antinociceptiva, antifungicos, anti-helminticos,
efeito cicatrizante, liberacdo de drogas, marcadores histoquimicos, biossensores de
doengas e atividades antitumorais (AMBROSI; CAMERON; DAVIS, 2005; SANTOS,
A.etal., 2019; BATISTA et al., 2018; SOUZA et al., 2011; LIMA et al., 2010).

Derterminadas espécies de bactérias produzem lectinas especificas para
carboidratos distintos, ¢ fazem o uso da mesma para se aderir ao tecido hospedeiro
como primeiro passo em um processo infeccioso. Visto isso, a utilizagao das lectinas ¢
alvo de intensas pesquisas pela industria farmacéutica para seu uso contra infec¢des
(SHARON; LIS, 1993; RUDIGER et al., 2000).

A atividade antimicrobiana das lectinas pode resultar de sua capacidade de
interagir com os carboidratos na superficie das células dos microbios. Lectinas
antibacterianas podem interagir com componentes da parede celular bacteriana tais
como N-acetilglucosamina, 4cido N-acetilmurdmico (MurNAc), tetrapeptideos ligados

a MurNAc e lipopolissacarideos (GOMES et al., 2013).

2.6 Lectinas de plantas

As lectinas estdo extensivamente distribuidas no reino vegetal e constituindo
principalmente as familias Leguminosae, Algae, Euphorbiaceae, Gramineae, dentre
outras. A familia Leguminosae tem o maior grupo de lectinas bem caracterizadas, que
sdao interessantes devido a uma variedade de especificidade de carboidratos, maior
disponibilidade na natureza (HIVRALE; INGALE, 2013), sua abundancia nas
sementes e aos processos de purificagdo, que em sua maioria, exige apenas um Unico
passo cromatografico (CAVADA, 2001), estas, também sdo encontradas em outros
tecidos vegetais, tais como folhas (RATANAPO et al., 2001), raizes (PEUMANS et al.,
1997; VAN DAMME et al., 1997), tubérculos (SUSEELAN et al., 2002), latex, néctar,
flores (SESHAGIRIRAO; PRASAD, 1995) e frutos (SAMPIETRO et al., 2001).

As lectinas extraidas de plantas apresentam fungdes biologicas que estdo ligadas
diretamente com suas propriedades estruturais diferenciadas e com sua habilidade
intrinseca em reconhecer e ligar-se especificamente a carboidratos (XIMENES, 2009),
apresentam fungdes como, transporte e armazenamento de carboidratos;
reconhecimento celular (dentro da célula, entre células ou organismos); protecao contra
patogenos e insetos; proteinas de reserva ou reguladoras de crescimento (PUSZTALI

1991).
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2.7 Caracteristicas da espécie Machaerium acutifolium Vogel
Machaerium acutifolium ¢é uma espécie pertencente a familia Fabaceae
(Leguminosae), subfamilia Papilionoideae, da tribo Dalbergieae de acordo com o
sistema de classificagio APG II (Angiosperm Phylogeny Group II) (2003). A
abrangéncia ecoldgica da familia permite a ocupagdo dos mais diversos habitats, € uma
caracteristica peculiar e de relevante significado para a sua grande riqueza nas
formagdes vegetacionais neotropicais (LIMA, 2000). E conhecida popularmente como
pau-muchiba, guaximbé, jacaranda-do-campo, jacaranda-bico-de-pato, pau-muchiba,
bico-de-pato ou sapuva. Esta presente em vegetacdao do tipo caatinga, campo rupestre,
cerrado, floresta ciliar ou galeria, floresta estacional decidual, floresta estacional
semidecidual. Logo ela possui uma ampla distribuicdo geografica no Brasil, habitando
em todas as regides. Esta espécie pode ser também encontrada no sul do México ao
norte da Argentina, com ocorréncia em quase toda a América Central e do Sul (FLORA
DO BRASIL online, 2019).
Ecologicamente, o sucesso das Leguminosae tem sido atribuido aos seus métodos
de defesa (aculeos, e metabolitos secundarios), a eficiéncia na reprodugdo e
principalmente, a capacidade de adquirir substancias essenciais para o crescimento

(POLHILL, 1981).

3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral
Analisar a interagdo e a capacidade da lectina das sementes de Machaerium

acutifolium (MalL) em modular a atividade antibiotica da gentamicina em bactérias
multiressistentes.
3.2 Objetivos especificos

- Investigar a intera¢do da lectina e o antibiotico gentamicina através de ensaios de

inibicao da atividade hemaglutinante;

- Avaliar a atividade antimicrobiana da lectina de M. acutifolium;

- Avaliar o efeito modulador da lectina de M. acutifolium no antibidtico

gentamicina frente as cepas bacterianas multirresistentes;

- Analisar o efeito da lectina de M. Acutifolium na inibi¢do da tolerancia a

gentamicina.
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4 METODOLOGIA

Os experimentos de purificagdo foram realizados no Laboratério de Biologia
Estrutural e Molecular — LaBEM, da Universidade Federal do Maranhdao — UFMA,
Centro de Ciéncias Agrarias ¢ Ambientais — CCAA, Chapadinha, Maranhao, Brasil.

4.1 Coleta e identificacao das amostras

As sementes de M. acutifolium, utilizadas nos experimentos deste trabalho, foram
coletadas na cidade de Crato, no estado de Ceara, Brasil. A planta foi identificada no
Herbario de Andrade-Lima/Universidade Regional do Cariri, nimero 13.480, e
registrada no SISGEN (Sistema de Gestdo do Patriménio Genético e do Conhecimento

Tradicional Associado, ID: A6D883E).

4.2 Purificacoes da lectina

As sementes de M. acutifolium foram moidas para obtencao de um p¢é fino usando
um moinho elétrico de café. A farinha resultante foi diluida na propor¢do 1:10 (m/v) em
tampao Tris-HCI 25 mM (pH 7,6) contendo NaCl 150 mM e incubada a temperatura
ambiente sob agitacdo continua por 4 h antes da centrifugagdo a 4000g por 20 min a 4
°C. O sobrenadante (extrato bruto) foi precipitado pela adicdo de sulfato de amonio a
60% de saturacdo na solucdo (fragdo de 0 a 60%), e o precipitado foi centrifugado
(4000g, 20 min). O sedimento foi solubilizado em um volume minimo de tampao de
extracao.

A fragdo 0-60% foi carregada em uma coluna (1,0 x 3,5 cm) de matriz de agarose-
manose (Sigma Aldrich) equilibrada com o mesmo tampdo de extracdo. As proteinas
ndo ligadas foram dessorvidas com o tampéo de partida (1,0 mL min™) e a lectina foi
eluida com glicina 100 mM, pH 2,6. O material eluido foi coletado manualmente em
fracdes de 1,5 mL e monitorado no espectofotdmetro em uma absorbancia de 280 nm. A
fracdo ativa foi dialisada contra dgua destilada e posteriormente foi liofilizada.

A lectina foi solubilizada em tampao Tris-HCI 25 mM pH 8,0 e centrifugada a
4000g durante 5 min a 4 °C. O sobrenadante resultante foi submetido a uma
cromatografia de troca anionica em uma coluna DEAE-Sephacel™ (2,0 x 5,0 cm) e
equilibrada com tampao Tris-HCl 25 mM pH 8,0. As proteinas ligadas foram lavadas
com tampao de equilibrio e as proteinas adsorvidas foram eluidas com tampao Tris-HCI
25 mM pH 8,0 (1,0 mL min'l), contendo um gradiente salino escalonado de 0 a1 M e
fordo recolhidas fragoes de 1,5 mL manualmente.

A lectina de M. acutifolium purificada (MaL) foi submetida a eletroforese em gel
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de dodecil sulfato de sodio a 12,5% - poliacrilamida (SDS-PAGE) sob condicdes de
desnaturacdo (LAEMMLI, 1970). Apds a eletroforese, os géis de SDS-PAGE foram

corados com azul brilhante de Coomassie (R-350).

4.3 Caracterizacao da interacao lectina-gentamicina

A interacao entre a MaLl e o antibidtico gentamicina foi determinada pelo ensaio
de inibicdo da atividade hemaglutinante, utilizando uma solugdo de gentamicina na
concentragdo de 0,1 M, conforme o protocolo descrito por Ramos et al. (1996).

Em placas de microtitulacao, foram adicionados em todos os pogos 50 uL de Tris-
HC1 0,1 M pH 7,6, em seguida, 50 puL da solu¢do de gentamicina no primeiro pogo,
homogeneizando, e a posteriori diluindo trés vezes em cada poco e passando para o
seguinte até o ultimo pogo, que ficou com volume final de 100 pL, apds, foi adicionado
50 pL da MaL com titulo de 4 unidades hemaglutinantes (U.H.) em cada pogo. Apés 1 h
de incubacao, foram adicionados 50 pL de eritrocitos de coelho a 3% em cada pogo.

O resultado da inibi¢do da atividade hemaglutinante foi definido como a menor
concentracio (mg mL™) do antibi6tico necessaria para inibir a atividade hemaglutinante
(CIM), o qual foi observado 2 h apds a adigdo dos eritrécitos. Todo o experimento foi

realizado em triplicata.

4.4 Ensaios biolégicos
4.4.1 Reagentes e drogas
A MaL e o antibiotico gentamicina foram dissolvidos em agua estéril a uma

concentracio final de 1024 mg mL™".

4.4.2 Cepas bacterianas

Para a realizagdao dos ensaios de concentracao inibitoria minima e de modulagao
da atividade antibidtica foram utilizados cepas multirresistentes de Staphylococcus
aureus 10, Escherichia coli 06 e Pseudomonas aeruginosa 15 (Tabela 1).

As cepas foram fornecidas pelo Laboratorio de Microbiologia e Biologia
Molecular - LMBM da Universidade Regional do Cariri — URCA. Estas foram mantidas
em agar a base de sangue (Laboratory Difco Ltda) e cultivados a 37 °C em agar Heart

Infusion (HIA, Difco Laboratorises Ltda).
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Tabela 1. Fonte bacteriana e perfil de resisténcia a antibidticos.

Estirpes Fonte Perfil de resisténcia*

E. coli 06 Cultura de urina Cf, Cef, Ca, Cro, Ca, Cef, Cf,
Oxa, Pen, Amp, Amox, Mox.

S. aureus 10 Cotonete retal Cip, Lev, Asb, Amc, Cla, Azi,
Clin.

P. aeruginosa 15 Ponta do cateter Cpm, Ctz, Imi, Cip, Ptz, Lev,
Mer.

*Amp-Ampicilina; Asb-Ampicilina +  Sulbactam; Amox-Amoxicilina; Amc-Amoxicilina + Ac.
clavulanico; Azi-Azitromicina; Ca-cefadroxil; Cf-cefalotina; Cef-Cefalexina; Cla-Claritromicina; Cro-
Ceftriaxona; Cip-Ciprofloxacina; Clin-Clindamicina; Imi - imipenem; Lev-levofloxacina; Mer
Meropenem; Mox-Moxifloxacina; Oxa-oxacilina, Pen-Penicilina; Ptz - Piperacilina + Tazobacta.

4.4.3 Preparacio e padronizacao do inoculo

Apds o cultivo e crescimento dos microrganismos no periodo requerido, os
inoculos foram preparados de acordo com o CLSI (2008). As bactérias foram colocadas
em tubos de ensaio contendo 5 mL de soro fisioldgico estéril (NaCl a 0,9%), entdo esta
suspensdo foi agitada com auxilio de um aparelho de vortex e sua turbidez foi
comparada e ajustada com base na escala de McFarland, que corresponde a 10°

CFU/mL.

4.4.4 Teste de Concentracao Inibitéoria Minima

Para os ensaios de Concentracdo Inibitéria Minima (CIM), foram utilizados
eppendorfs para a preparagdo contendo 100 pL do inoculo e 900 pL do meio de cultura
liquido Brain Heart Infusion Broth (BHI) em concentragdo de 10%, posteriormente
foram usadas placas de microtitulagdo de 96 pocos que foram preenchidas no sentido
numeérico pela adi¢do de 100 puL desta solu¢do em cada poco, seguido da realizagdo de
dilui¢do em série com 100 pL da solucdo de lectina variando as concentragdes de 1024
pngmL™' a 1,0 pgmL™". As placas foram transferidas para a incubadora durante 24 horas
a 37 °C. Para a leitura da CIM bacteriana, foram adicionados a cada poco 20 uL. de um
indicador de crescimento bacteriano (resazurina), apds uma hora a mudanga de cor dos
pocos foi observada, onde a modificacdo da colorag¢do azul para vermelha corresponde
ao crescimento microbiano € a permanéncia em azul corresponde a auséncia de

crescimento, conforme estabelecido pelo CLSI (2008).
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4.4.5 Efeito modulador da atividade antibidtica

A avaliagdo da lectina como agente modulador da atividade da gentamicina foi
realizada segundo Coutinho et al. (2017). Os testes foram realizados em triplicata. Para
cada eppendorf, foram utilizados 1162 pL. de BHI a 10%, com 150 pL do inoculo de
cada cepa multirresistente ¢ a solu¢do contendo a lectina testada com volume
correspondente a uma concentragdo subinibitoria (CIM/8). Os controles foram
preparados utilizando 1350 uL. de BHI (10%) e 150 pL de suspensdo bacteriana. As
placas foram preenchidas em ordem numérica e cada pogo recebeu 100 uL de solugao.
Em seguida foi realizada a diluicdo em série com 100 puL da solugdo da gentamicina
variando as concentra¢des de 1024 pg mL™ a 1,0 ug mL™. As placas foram transferidas
para a incubadora durante 24 h a 37 °C. Para a leitura da CIM bacteriana, foram

adicionados a cada poco 20 pL de resazurina.

4.4.6 Perfil da tolerancia bacteriana a gentamicina

Para a avaliacdo da influéncia da MaL no perfil da tolerancia a gentamicina
foram utilizadas cepas de S. aureus ATCC 6538 fornecidas pela colecao microbioldgica
da Universidade Ceuma (Sao Luis, Brasil).

Foram realizadas sucessivas culturas de S. aureus na presenga de concentragao
sub-inibitdria (CIM/2) de gentamicina e MaL (CIM/8). Primeiramente, uma suspensao
de S. aureus foi diluida (1:50) em caldo BHI contendo os compostos testados. Apds 48
h, a CIM para gentamicina foi determinada. Depois disso, as bactérias foram cultivadas
em caldo BHI contendo os compostos testados por 24 h, apos cada ciclo de 24 horas a
CIM de gentamicina foi determinada. Este procedimento foi repetido por 10 dias. A
concentracdo da droga (CIM) para cada nova passagem foi baseada na CIM calculada

para a passagem anterior.

4.5 Analises estatisticas

A andlise dos dados foi realizada utilizando o programa estatistico Graph Pad
Prism 5.0. Os dados serdo analisados através de um teste ANOVA de duas vias,
utilizando como dados centrais a média geométrica das triplicatas + erro padrdo da
média. Em seguida, serd realizado um teste post hoc de Tukey, sendo os valores

considerados significativos quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 Purificacio da lectina de M. acutifolium (MaL.)

A purificagao da lectina das sementes de M. acutifolium (Mal) seguiu o protocolo
de Santos, A. et al. (2019). O PI coletado da cromatografia de afinidade em matriz
agarose-manose representa a fracdo das macromoléculas que ndo interagiram com a
resina de polissacarideos. Posteriormente se obteve o PII que representa a fracao retida,

a mesma foi dissociada da matriz de polissacarideos ao adicionar um tampao de eluigao,

Glicina 100 mM, pH 2,6 (Figura 1).
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Figura 1. Perfil da eluigdo da cromatografia em agarose-manose, absorbancia monitorada em

280 nm.

A cromatografia de afinidade ¢ muito usada para o isolamento de macromoléculas,
ocupando uma posicdo impar na tecnologia de separacdo de proteinas visto que se
baseia em interagdes moleculares bioespecificas do tipo ndo covalentes (HELMHOLZ
et al., 2003; ROMERO et al., 2017).

Lectinas ligantes a glicose/manose foram purificadas em matriz de agarose-
manose, tais como Pouteria torta (BOLETI, 2003) e Mauritia flexuosa L.
(NEGREIROS, 2016). Da tribo Dalbergieae, lectinas de Platypodium elegans
(BENEVIDES, 2011), Platymiscium floribundum (PEREIRA-JUNIOR et al., 2012),
Centrolobium tomentosum (ALMEIDA et al., 2016) e Centrolobium microchaete
(VASCONCELOS et al., 2015).

O PII obtido na agarose-manose foi submetido ao segundo passo, aplicado em
cromatografia de troca idnica em coluna DEAE Sephacel™ (dietilaminoetil) escalonado

em solugdo salina, que se resume em um método de separagdo baseado na adsor¢do
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reversivel e diferencial dos ions, que se devem as diferencas de carga e a forga i0nica; a

fracdo ativa de hemaglutinacdo, foi obtida em NaCl 100 mM (Figura 2).
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Figura 2. Perfil da elui¢@o da cromatografia de troca ionica em DEAE Sephacel™.

O SDS-PAGE da fracdo de Sephacel™ PI DEAE evidenciou que a MaL ¢
composta por trés bandas na presenga ou auséncia do agente redutor f-mercaptoetanol,
apresentando uma cadeia principal de 29 kDa (cadeia a) e duas cadeias menores de 13
kDa (cadeia f) e 8 kDa (cadeia y) (Figura 3). Corroborando com o trabalho de Santos,
A. et al. (2019), em que a MaL apresentou as referidas trés bandas ja mencionadas.
Resultado semelhante foi demosntrado por Araripe et al. (2017) onde observou-se que a
lectina purificada de P. elegans possui uma cadeia de aproximadamente 30 kDa e duas

cadeias menores de 19 kDa e 10 kDa.
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Figura 3. Perfil SDS-PAGE, (Mr) massa relativa em kDA (Mm), Marcador molecular de massa:
fofosrilase b, 97 kDa; albumina de soro bovino, 66 kDa; desidrogenase glutamica, 55 kDa; ovalbumina,
45 kDa; gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 36 kDa; anidrase carbica, 29 kDa; tripsinogénio, 24 kDa;
inibidor de tripsina, 20 kDa; o-lactalbumina, 14.2 kDa e aprotina 6.5 kDa. (L1) PII agarose manose da
fragdo0-60%. (L2) PI DEAE.

5.2 Estudo da interacao Mal.-gentamicina

O ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante evidenciou que a MaL possui
afinidade com gentamicina, glicose, manose e¢ o derivado de manose a-metil-D-
manopiranosidio, enquanto ndo foi observada afinidade significativa para os demais

carboidratos testados (Tabela 2).

Tabela 2. Efeito inibitorio de monossacarideos e gentamicina da atividade

hemaglutinante da MaL.

Substancias CIM* (mM)
Gentamicina 12,5
D-Manose 12,5
a-metil-D-manopiranosidio 6,25
D-Glicose 25
D-Galactose NI**
[-Lactose NI

*CIM, concentragdo inibitoéria minima.

**NI, substancia ndo inibiu até uma concentragao de 100 mM.
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A interacdo lectina-gentamicina ja foram elucidados por Santos, V. et al.
(2019a), que relataram a inibicdo da atividade hemaglutinante da lectina de Vatairea
macrocarpa (VML) na presenca de gentamicina com CIM de 50 mM. Ainda que ambas
as lectinas apresentem afinidade com gentamicina, observou-se que a Mal apresentou
uma maior afinidade pelo antibiotico em relagdo a VML. Este resultado corrobora com
um recente trabalho de Santos, V. et al. (2019b), que mostra a interagdo da lectina de
Dioclea violacea (DVL) e o antibidtico gentamicina, onde a CIM da DVL foi igual a da

Mal.

5.3 Estudo da atividade antibacteriana

O estudo da atividade antibacteriana foi realizado contra trés linhagens de cepas
multiresistentes de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa, ¢ avaliado a CIM, observou-se
que MaL ndo apresentou atividade antimicrobiana contra as bactérias testadas (CIM >
1.024 pg mL™"). Esses valores ndo sdo considerados clinicamente relevantes por seu
efeito antibacteriano direto. Considera-se que valores de CIM superiores a 1.000 g mL’

! nio possuem atividade antibacteriana direta na pratica clinica (HOLETZ et al., 2002).

5.4 Estudo da modulacao da atividade antibiética

Visto que a MaL nao inibiu o crescimento bacteriano nas concentracgdes testadas,
foi avaliado se a interacdo lectina-gentamicina teria a capacidade de modificar o efeito
do antibiotico contra cepas multirresistentes.

Os resultados mostraram que a MaL foi capaz de aumentar a atividade da
gentamicina contra S. aureus, diminuindo a CIM de 50,8 para 4 ug mL™' (Figura 4A).
Proporciolmente, esse valor equivale a uma redug¢do de 92,1% na quantidade de
gentamicina necessaria para ter o mesmo efeito na cepa em estudo. Contra cepas de E.
coli também houve uma redugdo na CIM que passou de 32 para 254 pg mL™' na
presenca da MaL (Figura 4B), o que corresponde a uma reducdo de 20,6% na
quantidade de gentamicina necessaria para ter o mesmo efeito em E. coli. No entanto, a
MaL ndo apresentou efeito significativo na modulagdo da atividade da gentamicina

contra a cepa de P. aeruginosa (Figura 4C).
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Figura 4. Modulagdo da atividade antibidtica da gentamicina complexada com a MaL.. A. Modulagdo da
atividade antibidtica contra S. aureus 10. B. Modula¢do daatividade antibidtica contra E. coli 06. C.
Modulacdo da atividade antibidtica contra P.aeruginosa 15. Asteriscos indicam diferenga

estatisticamente significante com p <0,0001; ns, valor ndo estatisticamente significativo com p> 0,05.

O aumento da atividade bactericida de aminoglicosideos associados a produtos
naturais, como as lectinas, pode ser considerado uma alternativa ao uso combinado de
diferentes clases de antibidticos em um tnico farmaco, sendo uma estratégia promissora
no combate a resisténcia bacteriana (BEZERRA et al., 2017, GOMES et al., 2018;
PEREIRA et al.,, 2018). Alguns estudos mostraram ainda que as lectinas podem
interagir com glicanos presentes nas bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(HENDRICKSON et al., 2019).

No ensaio em que foi administrado somente a Mal, ndo houve a inibi¢ao do
crescimento microbiano, no entanto, a sua associagdo com gentamicina apresentou um
aumento na atividade antibidtica contra cepas multirresistentes de S. aureus e E. coli.
Em virtude disto, presume-se que a MalL tem a habilidade de aumentar a atividade
antibidtica da gentamicina pelo mecanismo de interacdo com a gentamicina no CRD,
onde através do reconhecimento aos carboidratos presentes na membrana ird entregar a
droga para as células-alvo levando a liberacdo da gentamicina, facilitando assim a
entrada do antibidtico no citoplasma bacteriano. Corroborando com os resultados
obtidos nesse trabalho Silva et al. (2019), também sugerem a possbilidade das lectinas
aumentarem a atividade antibidtica da gentamicina por dois mecanismos distintos: (1)

interagindo com gentamicina no CRD e facilitando a entrada do antibidtico no
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citoplasma bacteriano ou (2) interagindo com glicanos presentes nas bombas de efluxo e
consequentemente bloqueando, ou modificando, sua estrutura conformacional, fazendo-
se necessario ensaios mais aprofundados para elucidar tais questdes.

O trabalho de Cruz et al. (2019) evidenciaram que o lupano triterpeno 35, 64,
16f-trihidroxylup-20 (29) -eno (CLF1) isolado de Combretum leprosum, quando
associado ao antibiotico gentamicina aumentou a atividade antimicrobiana da droga
contra a cepa de E. coli 06 multirresistente, relataram também efeitos sinérgicos contra
a cepa de S. aureus 10. Resultados semelhantes foram demonstrados por Santos, V. et
al. (2019b) onde estes observaram que a lectina também ligante a gliose-manose
extraida das sementes de Dioclea violacea (DVL) foi capaz de potencializar o efeito da

gentamicina contra cepas multirresistentes de S. aureus e E. coli.

5.5 Avaliacao da tolerancia bacteriana a gentamicina

A exposi¢do a longo prazo de uma populacdo bacteriana ao tratamento com
antibioticos estd associada ao desenvolvimento de fendtipos que permitem sua
sobrevivéncia sob estresse induzido por drogas (ZINNER et al., 2018). Esse fenomeno
resulta no surgimento de resisténcia a medicamentos devido a mutagdes em diferentes
genes (LEVIN-REISMAN et al., 2017). Nesse sentido, examinou-se a capacidade da
MaL inibir a aquisicdo do fenotipo adaptativo por S. aureus quando submetida a
exposicdo continua a gentamicina. Neste ensaio, as bactérias foram tratadas com a
concentracdo Sub-inibitéria de gentamicina (CIM/2) na presenga ou auséncia da MalL.
A CIM inicial para gentamicina foi de 4 pg mL". A principio o S. aureus elevou de
maneira rapida e gradual a CIM para esta droga, aumentando em 16 vezes apOs quatro
dias de exposicdo. Ao final do ensaio, as bactérias tratadas com gentamicina
apresentaram um valor de CIM de 512 pg mL™ para esta droga aumentando a CIM 128
vezes (Figura 5). Este efeito foi drasticamente alterado pela associacdo da MalL com a
gentamicina e S. aureus, nesse grupo, o valor da CIM aumentou apenas apds dois dias
de exposi¢do e, no final do periodo experimental (dez dias), as bactérias apresentaram

um aumento de 4 vezes a CIM, 16 pg mL™".
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Figura 5. Efeito da MaL na inibi¢@o da tolerancia a gentamicina por S. aureus.

A MaL melhorou significativamente o efeito da droga, reduzindo assim a
capacidade do S. aureus de adquirir tolerancia ao farmaco. Estes resultados corroboram
com o de Santos, V. et al. (2019b), que sugerem que a coadministragdo da DVL com o
antimicrobiano gentamicina pode ser uma estratégia valiosa no combate ao

desenvolvimento de novas cepas resistentes.

6 CONCLUSAO

Conclui-se que a lectina das sementes de Machaerium acutifolium denominada MaL
teve sua atividade hemaglutinante inibida pelo antibidtico gentamicina. Foi comprovado
que no modelo experimental proposto a MaL por si s6, ndo apresenta atividade
antibacteriana clinicamente relevante, entretanto quando associada com a gentamicina
foi capaz de aumentar o efeito do antibidtico contra bactérias multiresistentes de S.
aureus € E. coli, mostrou-se ainda eficaz no combate ao desenvolvimento de novas
cepas multirresistentes, tendo em vista que a mesma reduziu o perfil de tolerancia de S.

aureus frente a gentamicina.
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