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RESUMO

Por décadas, o ambiente terrestre foi o centro dos estudos, entretanto, as pesquisas foram
estendidas do &mbito terrestre para 0 marinho, a fim de se descobrir novas moléculas. Os corais
sdo animais marinhos que estdo presente em mares, oceanos e viveiros marinhos. Esses animais
podem viver em simbiose com diversos organismos, dentre eles as bactérias produtoras de
moléculas com alto interesse biotecnoldgico. A partir da coleta, isolamento e cultivo destes
organismos, é possivel obter moléculas de interesse biotecnolégico. Nesse contexto, este estudo
tem por objetivo o isolamento de col6nias de bactérias a partir de corais marinhos, avaliar a
atividade hemaglutinante, e a atividade antibacteriana dos extratos proteicos intracelulares e
extracelulares das col6nias de bactérias isoladas dos corais Green Star Polyps e Xenia Pompom,
e obter o perfil proteico dos extratos a partir da eletroforese SDS-PAGE. Foram isoladas 18
colbnias de bactérias, sendo 9 col6nias provenientes de cada coral. Os extratos brutos foram
obtidos a partir do cultivo das bactérias isoladas em dois meios de cultura diferentes, que
posteriormente foram submetidos a 60% de saturacdo com sulfato de aménio. Para a atividade
hemaglutinante, apenas os extratos extracelulares apresentaram atividade, o que permite inferir
que podem conter proteinas que apresentam diferentes atividades bioldgicas, tais como,
antibacteriana e antiviral. Portanto foi realizado a inibicdo por carboidrato, no entanto, ndo
houve inibicdo da atividade hemaglutinante para o 0s seguintes aclcares testados, galactose,
frutose, maltose, glicose, xilose, rhaminose e sacarose. Portanto esses extratos extracelulares
foram submetidos a atividade antibacteriana, que foi determinada pelo método da Concentracao
Minima Inibitéria (CMI), pela técnica de microdiluicdo em caldo, contra 0s micro-organismos
Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella typhimurium, e
Enterococcus faecalis. Verificou-se atividade antibacteriana de trés (E1 G13, E2 G13 e E2 P2)
dos quatro extratos proteicos contra Enterococcus faecalis. Os extratos proteicos E1 G13, E2
G13 e E1 P2 apresentaram inibicdo de crescimento microbiano contra outra cepa testada,
obtendo concentracdo de 1000 pg.mL™ para Escherichia coli. Os quatro extratos proteicos
extracelulares obtiveram hemaglutinacéo para os trés tipos sanguineos testados e, apresentam-
se como promissores agentes antibacterianos, podendo contribuir para a ampliagcdo de produtos

naturais de origem marinha.

Palavras-chave: Corais de viveiro, bactérias marinhas, potencial antibacteriano.



ABSTRACT

For decades, the terrestrial environment was the center of studies, however, research
was extended from the terrestrial to the marine scope, in order to discover new molecules.
Corals are marine animals that are present in seas, oceans and marine nurseries. These animals
can live in symbiosis with several organisms, including bacteria that produce molecules of high
biotechnological interest. From the collection, isolation and cultivation of these organisms, it is
possible to obtain molecules of biotechnological interest. In this context, this study aims to
isolate bacterial colonies from marine corals, evaluate the hemagglutinating activity and
antibacterial activity of intracellular and extracellular protein extracts from bacterial colonies
isolated from Green Star Polyps and Xenia Pompom corals, and obtain the protein profile of
the extracts from SDS-PAGE electrophoresis. Eighteen colonies of bacteria were isolated, 9
colonies from each coral. Crude extracts were obtained from the cultivation of isolated bacteria
in two different culture media, which were subsequently subjected to 60% saturation with
ammonium sulfate. For the hemagglutinating activity, only the extracellular extracts showed
activity, which allows inferring that they may contain proteins that have different biological
activities, such as antibacterial and antiviral. Therefore, carbohydrate inhibition was performed,
however, there was no inhibition of hemagglutinating activity for the following sugars tested,
galactose, fructose, maltose, glucose, xylose, rhaminose and sucrose. Therefore, these
extracellular extracts were subjected to antibacterial activity, which was determined by the
Minimum Inhibitory Concentration (MIC) method, by the broth microdilution technique,
against the microorganisms Escherichia coli, Staphylococcus aureus, Bacillus cereus,
Salmonella typhimurium, and Enterococcus faecalis. There was antibacterial activity of three
(E1 G13, E2 G13 and E2 P2) of the four protein extracts against Enterococcus faecalis. Protein
extracts E1 G13, E2 G13 and E1 P2 showed inhibition of microbial growth against another
strain tested, obtaining a concentration of 1000 pg.mL™ for Escherichia coli. The four
extracellular protein extracts obtained hemagglutination for the three blood types tested and are
promising antibacterial agents, which can contribute to the expansion of natural products of

marine origin.

Keywords: Aquarius corals, marine bacteria, antibacterial potential.
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1. INTRODUCAO

Os estudos visando a descoberta de novos produtos, tem tido uma maior demanda nas
ultimas décadas. Diante da necessidade de novas terapias, a prospeccdo de novas moléculas,
seja em ambiente terrestre ou marinho, ganhou um carater de urgéncia dentro da ciéncia. Assim,
existe uma necessidade em encontrar novas moléculas antibacterianas que atuem,
preferencialmente por meio de outros mecanismos que ndo os antibioticos atuais, bem como
em associar essas novas moléculas a medicamentos ja existentes (REICHMANN; PINTO,
2017).

Um dos maiores desafios atuais consiste na elaboracdo de estratégias alternativas, que
sejam eficazes no controle de patdgenos humanos e, ao mesmo tempo, menos toxicas. Ainda,
é importante a busca por novos agentes antimicrobianos a fim de aumentar as possibilidades de
rotatividade e assim minimizar a pressao seletiva que favorece o estabelecimento da resisténcia
(SILVA, 2019).

O controle alternativo de doengas humanas visa diminuir os prejuizos trazidos pelos
mesmos com um menor impacto ambiental e menor risco a salde humana, além de diminuir
custos quando comparado ao emprego de métodos quimicos tradicionais. O emprego de
compostos naturais vem se mostrado uma étima ferramenta para esse controle, como o uso de
extratos, metabolitos secundarios e plantas medicinais (FERREIRA et al., 2018).

Devido a atual necessidade de novos tipos de antimicrobianos para controlar patégenos
multirresistentes e novos agentes infecciosos emergentes, a diversidade marinha torna-se uma
das alternativas promissoras para a busca de novos antibioticos. Os micro-organismos,
incluindo fungos, cianobactérias e bactérias, tém atraido a comunidade de produtos naturais em
todo 0 mundo e também no Brasil, recebendo atencdo significativa como os verdadeiros
produtores da maioria dos compostos bioativos isolados de invertebrados marinhos (IOCA et
al., 2014).

A diversidade microbiana que existe no vasto ambiente marinho € pouco conhecida, por
isso a busca continua por novas moléculas com potencial terapéutico, como por exemplo, no
periodo entre 2013 a 2015 foram descritos aproximadamente 1.040 novos compostos,
demonstrando que ainda existe um enorme recurso de produtos naturais marinhos esperando
para ser explorado (BLUNT et al., 2016).

Existe uma variedade de compostos bioativos com diversas funcdes isoladas de
bactérias, com atividade citotdxica, anticancerigena, fotoprotetora, antiproliferativa,

antitumoral, assim como propriedades antimicrobianas. So diversos os estudos que relacionam
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0 potencial promissor de bactérias marinhas em relagdo a producdo de compostos com
atividades antimicrobianas, de diversas classes e espectros de acdo contra 0os mais diversos
micro-organismos. Compostos de origem marinha isolados de invertebrados, algas e micro-
organismos apresentam diversas e potentes atividades biologicas, incluindo antibacteriana,
anticoagulante, antiflngica, anti-inflamatoria, antimalarica e antiviral (THOMPSON;
THOMPSON, 2020).

Compostos que apresentam atividade antimicrobiana sdo potencias para o
desenvolvimento de novos antibidticos, visto que o desenvolvimento com novas classes
estruturais é essencial por algumas razBes. Sdo elas, a resisténcia dos micro-organismos aos
antimicrobianos disponiveis esta aumentando, assim como a natureza téxica de alguns dos
medicamentos atualmente disponiveis, o que delimita seu uso (NWEZE et al., 2020).

Madigan et al., (2016) também destacaram que os fa&rmacos antimicrobianos apresentam
alta eficiéncia no tratamento de infec¢des bacterianas, por exibirem uma toxicidade seletiva, ja
gue inibem e matam os patogenos, sem afetar adversamente o hospedeiro.

A medida que a busca por novos antibi6ticos continua, a resisténcia aos compostos
antimicrobianos conhecidos aumenta. Em resposta a resisténcia aos antibidticos, muitos
pesquisadores ao redor do mundo persistem em pesquisar novos compostos antibacterianos em
diferentes nichos ecoldgicos, sendo um deles o ambiente marinho.

Os micro-organismos representam a possibilidade de exploracdo da diversidade
marinha com menor impacto ambiental, visto que o cultivo desses para obtencdo de metabolitos
é uma alternativa sustentavel. VVarios compostos antibacterianos foram descobertos no ambiente
marinho, e mais agentes antibacterianos ainda sdo descobertos a cada ano. Até agora, apenas
alguns compostos estdo em testes pré-clinicos e clinicos. A pesquisa sobre produtos naturais
marinhos levou ao isolamento e identificacdo de varios compostos novos e diversos, que podem
até mesmo combater patdgenos resistentes a medicamentos.

As bactérias marinhas desempenham um papel central como simbionte da maioria dos
invertebrados marinhos e também é um dos recursos biomédicos mais recentes. Portanto, esse
estudo visa o isolamento de bactérias a partir de corais marinhos, bem como a avaliacdo dos
extratos proteicos intracelulares e extracelulares quanto a atividade antibacteriana e
hemaglutinante. Diante dessa capacidade de descobertas com possibilidade de uso medicinal,
esse trabalho se faz importante por ser uma alternativa de origem natural marinha e sustentavel,

podendo contribuir para o conhecimento de novas substancias de interesse biotecnologico.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade hemaglutinante e antibacteriana dos extratos proteicos intracelulares
e extracelulares das bactérias associadas aos corais Xenia Pompom e Green Star Polyps de

viveiro marinho.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Isolar colbnias de bactérias a partir de corais marinhos;

e Realizar o cultivo das coldnias das bactérias em diferentes meios liquidos para
obtencdo dos extratos brutos;

e Obter extratos proteicos intracelulares e extracelulares, realizando a precipitacéo
das proteinas com sulfato de amonio;

e Obter o perfil das proteinas presentes nos extratos proteicos por meio da
eletroforese SDS-PAGE;

e Investigar a capacidade dos extratos proteicos em aglutinar eritrdcitos dos tipos
sanguineos A, B e O, pelo meio da atividade hemaglutinante;

e Investigar o potencial antibacteriano dos extratos proteicos pelo método da

concentracdo minima inibitoria.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. CORAIS

Os corais sé@o invertebrados marinhos que se encontram espalhados pelos mares e
oceanos de todo o mundo, podendo ser solitarios ou coloniais. O coral e sua microbiota
estabelecem uma associagdo dinamica entre si, de modo que diferentes condigfes ambientais
selecionam o holobionte mais vantajoso para o contexto das condi¢fes prevalecentes, podem
ser encontrados até 100 milhdes de micro-organismos por cm2 em corais, 0 que corresponde a
mais de dez vezes a quantidade de bactérias encontrada na pele humana ou no solo de uma
floresta temperada. No que diz respeito as relacdes estabelecidas entre micro-organismos e
corais, chama a atencéo o fato de os corais viverem em estreita associagdo com uma microbiota
bastante diversa, composta por organismos como bactérias, arqueias, microalgas, fungos,
protozoarios e virus, distribuidos por todo o corpo do animal, conforme Figura 1 (LEITE et al.,
2016).
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Figura 1: Distribuicdo de micro-organismos nos tecidos dos corais.
Fonte:(LEITE et al., 2016).



14

Os corais que secretam um esqueleto de carbonato de célcio, fornece alguma defesa
fisica contra seus predadores e competidores. A producdo de metabolitos secundarios também
contribui para a defesa. Essas substancias sdo de particular interesse, pois possuem um potencial
farmacoldgico consideravel. Existem registros na literatura que demonstram o isolamento de
metabdlitos secundarios com atividade bioldgica provenientes de corais escleractinianos.
(BIALONSKA, 2009).

Alguns compostos antimicrobianos foram isolados de corais. Sdo exemplos o0s
diterpenos, sinulariolida e flexibilida, isolados do coral mole australiano Sinularia flexibilis.
Uma bactéria endofitica de pigmento amarelado, Pseudoalteromonas flavipulchra, foi isolada
do coral Montipora aequituberculata. Ensaios de antibiograma demonstraram que essa bactéria
possuia uma potente atividade contra MRSA (Staphylococcus aureus meticilina resistente)
mediada pela geracdo de peroxido de hidrogénio, por meio da ativacdo do L-aminoacido
oxidase. Eunicinas foram isoladas dos corais moles Eunice asperula, E. toumeforti e E.
mammosa, demonstrando atividades contra Pseudomonas e Staphylococcus aureus
(THOMPSON; THOMPSON, 2020).

3.2. BACTERIAS MARINHAS

Embora algumas bactérias permanecam invisiveis a olho nu, milhdes delas tornam-se
visiveis, como turbidez em um meio liquido. Para estimular tal crescimento, acrescenta-se uma
série de nutrientes, vitaminas e quaisquer outros requerimentos ao meio de cultivo, além de
incuba-lo em condic¢des, como temperatura, pH e luminosidade, apropriadas para o crescimento
do micro-organismo desejado. Os micro-organismos marinhos tem se mostrado interessantes
fontes para busca por moléculas inéditas com aplicacdo farmacoldgica devido a variedade de
compostos que podem produzir. Os actinomicetos séo bactérias Gram positivas que merecem
destaque pela sua alta capacidade de produzir uma variedade de metabolitos secundarios.
Dentre esses, a salinosporamida A, isolada do actinomiceto marinho Salinispora tropica, foi o
composto que chegou a fase de testes pré-clinicos de forma rapida, onde todo o processo que
compreende desde a descoberta até o inicio dos testes clinicos durou somente trés anos
(FLORENCIO, 2021).

Pesquisas sobre novos metabdlitos secundarios de origem microbiana levaram
recentemente a caracterizacdo de muitas estruturas biologicamente ativas importantes. 1sso

prova o importante papel dos micro-organismos na descoberta de medicamentos (Tabela 1).
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Tabela 1: Compostos antimicrobianos isolados a partir de bactérias.

Organismo Origem Composto Micro-organismo alvo

Photobacterium sp. Ngercheumicinas Cepas Gram-negativas

Photobacterium sp Solonamidina A e B MRSA (Staphylococcus aureus resistente a

meticilina)
. . S. aureus, M. luteus, B. subtilis, E. coli, V.
Pseudomonas sp. Ciclo-peptideo !
anguillarum
Rapidithrix sp. Ariakemicina A Brevibacterium sp., S. aureus, B. subtilis
Streptomyces sp. Anthracimicina B. anthracis, E. facecalis, S. pneumonia,

S.aureus, MSSA, MRSA,VRSA

Fijimycina A—Ce MRSA

Streptomyces sp. etamycina

Fonte: (THOMPSON; THOMPSON, 2020). Adaptado.

3.3. RELACAO CORAL-BACTERIA

Para a sobrevivéncia dos invertebrados marinhos, estes precisam desenvolver a
capacidade de produzir compostos toxicos ou obté-los por meio de associacdo com micro-
organismos marinhos. A selecdo do microbioma também pode ser relevante para a evolucédo de
importantes sistemas bioquimicos e fisioldgicos nos corais (BHATTACHARYA, 2016). A
conservacao do metagenoma, pode ser atribuida ao estabelecimento e manutencéo de relagdes
com micrébios fundamentais benéficos, possivelmente por meio de transferéncia de genes e
mecanismos de defesa quimica (COSTA-LOTUFO, 2018).

A simbiose que existe amplamente na natureza pode ser dividida em trés tipos:
comensalismo, parasitismo e mutualismo. No comensalismo, apenas um individuo associado
se beneficia, e a relagdo simbidtica ndo afeta negativamente o parceiro. No entanto, no
parasitismo, é benéfico para um e prejudicial para outro, enquanto no mutualismo, dois
individuos associados se beneficiam da relacdo estabelecida. Os principais beneficios dessas
relacBes incluem protecéo, fornecimento de nutrientes escassos ou dificeis de obter.

Uma vez compreendida, a simbiose pode ser alavancada para a producgdo de produtos
guimicos pela cultura completa do micrébio responsavel ou pelo cultivo do hospedeiro,
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mantendo as condic¢des ideais para o simbionte produzir os compostos de interesse (WATERS
etal., 2014).

A simbiose pode ser aproveitada ndo apenas para preencher lacunas de conhecimento
sobre a biologia dos micro-organismos, mas também para produzir novos medicamentos
(GOGINENI et al., 2020). Por esse motivo, tal estudo tem importante relevancia, pois por meio
da simbiose entre coral e bactéria é possivel investigar compostos com potenciais bioldgicos.

Os estudos iniciais em busca de novos produtos naturais se concentraram, inicialmente,
em invertebrados marinhos como ascidias, esponjas, corais, moluscos, briozoarios e
sedimentos, além das algas. Inimeros estudos comprovam a importancia dos invertebrados
marinhos como fonte de novos compostos de interesse e aplicacdo biomédica. Em diversos
casos, a sintese quimica de compostos bioativos mostrou-se muito dificil de ser obtida
racionalmente, devido a complexidade das moléculas. Mais além, ndo é econdmica nem
ecologicamente viavel de obter estes compostos diretamente dos organismos hospedeiros.
Dessa forma, a prospec¢do de compostos com potencial biomédico a partir de micro-
organismos surge como uma solucdo sustentavel para a exploracéo dos recursos marinhos como
fonte de novos farmacos (CRAGG & NEWMAN, 2016).

3.4. PRODUTOS NATURAIS MARINHOS E SEUS POTENCIAIS BIOLOGICOS

O Brasil é detentor de uma extensa faixa maritima chamada de “Amazo6nia Azul”. Esse
territério € uma Zona Econdmica Exclusiva (ZEE) do Brasil, e possui uma dimensao
comparavel ao da Floresta Amazdnica. O litoral brasileiro abrange 8.000 km de regides
tropicais e temperadas que sdo o habitat de muitos organismos, se tornando uma fonte de novas
substancias, visto que a sua biodiversidade resulta em vasta diversidade genética e,
consequente, producdo de diferentes moléculas que podem apresentar bioatividade de interesse
farmacolégico (WILKE et al., 2020).

Os produtos naturais podem ser definidos, de forma geral, como as moléculas derivadas
de fontes naturais que ndo estdo envolvidas no metabolismo primario do organismo fonte. Estas
substancias sdo, principalmente, codificadas geneticamente e produzidas por vias metabdlicas
secundarias, e pertencem as mais diversas classes de substancias organicas além de possuirem
diversas funcdes bioldgicas (PYE et al., 2017).

O processo de descoberta de novos medicamentos por meio da investigacao de produtos
naturais marinhos ndo difere muito dos processos usados em outros produtos naturais, ou

mesmo em outros produtos quimicos sintéticos. Na primeira etapa, o foco da pesquisa é
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identificar novas moléculas com efeitos biologicos evidentes (Figura 2). Apo6s o isolamento e
caracterizacdo das moléculas que apresentam efeitos bioldgicos, ha a possibilidade inseri-las

em pesquisas e testes para o desenvolvimento de novos produtos.

Amostra Fragdes ativas Composto puro
A A
! Vld —
Detecgdo de clsola:\:;t:::o Determinacgdo da
atividade ( for'a':ommonto estrutura e
(ensaios biolégicos) blogulado) caracterizacio
> Extracdes » Espectroscopia UV-Vis
Cromttoquﬁll Ly E’p.ctroscop‘.
infravermetho
> RMN
Ly Espectrometria de

Figura 2: Representacdo esquematica das etapas de isolamento de um metabolito ativo.
Fonte: (THOMPSON; THOMPSON, 2020).

Nessa etapa inicial, um screening bioldgico é comumente utilizado para avaliar um
grande nimero de amostras. Idealmente, essas analises devem ser simples, especificas, baratas
e répidas, podendo servir aos mais variados objetivos, como inibicdo do crescimento
microbiano, citotoxicidade contra células tumorais ou atividade anti-inflamatoria, por exemplo
(THOMPSON; THOMPSON, 2020).

Mesmo que ainda com pouco investimento na descoberta de novas substancias de
origem marinha para o langamento de novos produtos, o numero médio de compostos relatados
nos trés anos anteriores (2016, 2017 e 2018) aumentou, 0s novos produtos naturais de bactéerias
marinhas, fungos e cianobactérias aumentaram 22, 85e 61%, respectivamente, conforme Figura
3 (CARROLL et al., 2020).
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Figura 3: Tendéncias em novas descobertas de produtos naturais marinhos.
Fonte: (CARROLLI et al., 2020).

Recentemente (Da SILVA et al., 2019), isolou um actinomiceto a partir de sedimentos
marinhos, Salinispora arenicola (Oceano Atlantico brasileiro), e a partir do caldo de
fermentacdo da bactéria eles identificaram salinaftoquinonas, algumas delas tinham atividade
inibitoria contra patdgenos resistentes a drogas.

A actinobactéria Streptomyces sp. BRA-384 foi selecionada entre nove cepas isoladas a
partir da Palythoa caribaeorum que foi coletada no Estado do Ceard, devido a um extrato de
acetato de etila altamente citotoxico contra HCT 116 linha de células cancerosas, da qual 3
novas cromomicinas (A6, A7 e A8), juntamente com um dextrogiro cromomicina A5 foram
isolados. As cromomicinas sao uma classe promissora de candidatos a anticancer, e todas as 4
cromomicinas obtidas foram altamente citotoxicos contra um painel de linha celular tumoral,
mostrando valores de IC50 na faixa de 0,2 a 133 nM (PINTO et al., 2019).

A antracimicina e a antracimicina B foram obtidas de um actinomiceto recuperado de
um coral de agua fria. A antracimicina apresentou atividade potente contra um painel de
bactérias gram-positivas com CMIs abaixo da concentracéo de 0,03 ug.mL™. A antracimicina
B também exibiu atividades antibacterianas potentes com CMIs na faixa submicromolar contra
a maioria dos patogenos testados (RODRIGUEZ et al., 2018).

Atualmente, o painel global de medicamentos de origem marinha consiste de sete

compostos aprovados pelo FDA (Food and Drug Administration, EUA), além de 23 produtos
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naturais (ou derivados destes) em diferentes fases dos ensaios clinicos e dezenas de outros

compostos naturais em fase de pré-clinica (MAYER et al., 2017).

3.5. BACTERIAS DE INTERESSE CLINICO: Enterococcus faecalis, Staphylococcus

aureus, Escherichia coli, Salmonella typhimurium e Bacillus cereus.

Embora por muitos anos, as drogas antimicrobianas neutralizaram efetivamente os
patdgenos, sua potencialidade terapéutica esta em risco, pois muitos antibiéticos comumente
usados j& se tornaram menos eficazes contra certas cepas resistentes aos antibiéticos. A
ineficicia recorrente dos agentes terapéuticos convencionais ocorreu ndo apenas devido a
secrecdo de novas toxinas microbianas, mas também pelo surgimento de cepas de bactérias
multirresistentes, mostrando suscetibilidade insignificante aos antibi6ticos atuais (NIKALDO,
2009). Assim sendo, a Organizacdo Mundial da Satude (OMS) enfatizou em alguns relatorios a
ameaca global iminente a resisténcia aos antibioticos, para isso classificou alguns patdégenos

por grau de prioridade, conforme apresentado na Tabela 2 (OMS, 2017).

Tabela 2: Lista de patdgenos prioritérios listados pela OMS.

Prioridade Patégenos
Acinetobacter baumannii
Critico Pseudomonas aeruginosa

Enterobacteriaceae
Enterococcus faecium
Staphylococcus aureus

Helicobacter pylori

Alta Campylobacter spp.
Salmonellae
Neisseria gonorrhoeae
Streptococcus pneumoniae
Média Haemophilus influenzae

Shigella spp.

Fonte: (OMS, 2017). Adaptado.

As bactérias tornaram-se resistentes a um grande namero de antibioticos, incluindo os
disponiveis para o tratamento de bactérias multirresistentes. Diante disso, algumas dessas
bactérias sdo apresentadas com 0s seus respectivos efeitos adversos a saude.

Dentre as espécies, Enterococcus faecalis e Enterococcus faecium sdo frequentemente

encontradas nos alimentos e também estdo implicadas em infecgdes em animais e humanos



20

imunocomprometidos, como bacteremia, septicemia, infec¢Bes do trato urinério, infeccdes de
feridas, meningites e endocardites (CAMPOS et al., 2013)

Staphylococcus aureus € um comensal humano que coloniza persistentemente as vias
orais anteriores de aproximadamente 20 a 25% da populacdo adulta saudavel, enquanto que até
60% sdo colonizados intermitentemente. O S. aureus desenvolveu mecanismos de resisténcia
contra antibidticos, sendo assim, a vancomicina, a daptomicina, a clindamicina e o linezolida
sdo aprovadas para o tratamento de infecces com cepas resistentes aos antibiéticos, como S.
aureus resistente a meticilina - MRSA (ELLIS et al., 2014).

Escherichia coli é uma bactéria Gram-negativa em forma de bast&o e classificada como
membro da familia Enterobacteriaceae dentro da classe Gammaproteobacteria, sendo uma das
bactérias mais bem estudadas no meio cientifico. E. coli pode crescer rapidamente em
condigdes ideais de crescimento, replicando em aproximadamente 20 minutos. Muitos sistemas
de manipulacdo de genes foram desenvolvidos usando E. coli como a bactéria hospedeira,
produzindo indmeras enzimas e outros produtos industriais. A analise de sequéncia de genoma
de E. coli foi relatada pela primeira vez em 1997. Desde entdo, mais de 4800 genomas de E.
coli foram sequenciados (TENAILLON et al., 2016).

Salmonella spp. sdo uma bactéria Gram-negativa, com formato de bastonetes e sua
locomocdo se d& por meio de flagelos que estdo por toda célula bacteriana. Quando esta bactéria
invade, ela causa danos ao organismo na mucosa do intestino, causando diarreia e febre
(DOMINGOS et al., 2015). A resisténcia aos antibidticos em Salmonella tem aumentado,
resultando no surgimento de cepas multirresistentes, como a S. typhimurium DT104
(FORSYTHE, 2013).

O género Bacillus compreende patdgenos extracelulares e € caracterizado pela formagéo
de esporos, tendo duas formas morfologicas: forma esporulada e célula vegetativa. Observa-se
uma longa viabilidade de B. cereus no ambiente e nos alimentos, juntamente com a sua
capacidade de produgdo de metabolitos patogénicos, tornando uma bactéria de extrema
importancia médica (REIS, 2012).

Posto isso, a combinacdo, 0 aumento da resisténcia aos antibioticos e os efeitos adversos
que essas bactérias podem causar em cada organismo, tornaram as uma preocupacao mundial,

sendo fundamental a busca por medicamentos naturais de origem marinha.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. MATERIAL

4.1.1. Corais marinhos e isolamento das bactérias

As colbnias de bactérias foram isoladas a partir de corais coletados de aquario marinho
doméstico em 2019. As amostras dos corais Xenia Pompom (Figura 4) e Green Star Polyps
(Figura 5) chegaram ao laboratdrio de engenharia bioquimica em bags de polietileno com
solucdo salina (3,6% Sal marinho) conforme recomendacdes do fabricante (Red Sea Salt —
Composicdo — Calcio, Magnesio, Potassio, Nitrato, Fosfato). Logo em seguida os corais foram
submersos em solucdo salina (3,6% Sal marinho) estéril em diferentes recipientes, onde
permaneceram por cerca de 2 minutos. Da solucdo salina onde os corais permaneceram
submersos, foram retirados 100 puL que foram inoculados em placas de petri contendo meio
semissolido Al (2% glicose, 0,5% peptona, 0,5% extrato de levedura, 2% &gar e 3,6% sal
marinho), onde permaneceram por 48 h em BOD a 28 °C. Posteriormente as bactérias isoladas

foram devidamente identificadas e armazenadas em geladeira a 6 °C.

Figura 4: Coral Xenia Pompom.
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Figura 5: Coral Green Star Polyps.

4.1.2. Reativacdo das bactérias

Para a reativacdo foram selecionadas as bactérias que apresentaram viabilidade de
crescimento em meio de cultura artificial. Portanto as selecionadas foram G13 com codificacéo
para a bactéria referente ao isolamento a partir do coral Green Satar Polyps e P2 para o coral
Xenia Pompom.

Em camera de fluxo laminar, as bactérias selecionadas foram repicadas em novas
placas, contendo meio semissélido A3 (2,8% agar nutriente, 3,6% sal marinho). As placas

inoculadas foram mantidas em BOD a 28 °C por 24 h.

4.2. METODOS

Para o desenvolvimento desta pesquisa foram executados os procedimentos que estdo

detalhados na Figura 6, que representa o fluxograma da metodologia utilizada.
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Figura 6: Fluxograma da metodologia desenvolvida para avaliacao da atividade hemaglutinante

e antibacteriana dos extratos proteicos intracelulares e extracelulares das bactérias marinhas.

4.2.1. Cultivo das bactérias G13 e P2

O cultivo foi realizado por 72h com dois meios a base de agar (2% glicose, 0,5%
peptona, 0,5% extrato de levedura e 3,6% sal marinho) e (1% amido solavel, 0,4% extrato de
levedura, 0,2% peptona e 3,6% sal marinho, suplementado com 10 mL de solugdes de 0,5 g.L"
1 CaCOs, 8,0 g.L™ Fex(SO4)se 20,0 g.L* KBr). Dessa forma, frascos contendo 50 mL de cada
meio liquido foram inoculados com as respectivas bactérias e mantidos a temperatura de 28 °C

sob agitacdo de 150 rpm.
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4.2.2. Preparacdo dos extratos proteicos

4.2.2.1. Sobrenadante do cultivo das bactérias

Os extratos proteicos foram preparados a partir da separacéo da biomassa bacteriana por
centrifugacdo de 20 minutos a 3500 rpm, em gque o0 meio liquido resultante do crescimento das
bactérias foi utilizado para a precipitacdo das proteinas, realizando a adicdo de sulfato de
amonio ((NH4)2S04) para uma saturacdo de 60%. Em seguida foi realizada a dialise por trés
horas com troca da agua destilada a cada hora, obtendo assim os extratos extracelulares,

conforme Tabela 3.

4.2.2.2. Biomassa do cultivo das bactérias

Para a biomassa bacteriana foi adicionado uma solugdo salina (0,15 M NaCl) e
conservada em freezer (- 15 °C) por 48 h. Posteriormente, foi utilizado a enzima zimoliase para
degradacéo da parede celular, adicionado 3,8% de zimoliase nas amostras e incubando-as a 37
°C por 30 minutos, sob agitacdo de 150 rpm. Em seguida as amostras foram centrifugadas por
5 minutos a 2000 rpm, e o volume liquido remanescente foi utilizado para a producdo dos
extratos proteicos, seguindo a mesma saturacao de 60% e também submetidos a dialise por trés
horas. Desse modo, adquirindo os extratos intracelulares conforme Tabela 3.

Tabela 3: Extratos proteicos intracelulares e extracelulares das bactérias P2 e G13.

Extratos proteicos

Intracelulares Extracelulares
P2 11 E1lP2
P2 12 E2 P2
Gi1311 El G13
G1312 E2 G13

4.2.3. Analise de Gram nas bactérias G13 e P2

As bactérias isoladas G13 e P2, foram classificadas pela coloracéo de Gram, utilizando
0 método de Hucker (SILVA, 2017). O conjunto para coloracdo de Gram empregado para as
analises, é da marca Laborclin produtos para laboratérios Itda e, foi doado pela empresa Kraft

Heinz Company — Nova Goiaés.
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4.2.4. Atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi avaliada em microplacas de 96 pocos com fundo em U.
As deteccbes da presenga de proteinas hemaglutinantes foram feitas com suspensdo de
hemaécias comerciais dos tipos sanguineos A, B e O, juntamente com os extratos proteicos foram
incubados com solucéo salina (0,15 M NaCl) na proporc¢do 1:1 por 30 minutos a 37 °C. Em
seguida foram adicionados 50 pL suspensao de hemacias 2% (v/v) e nhovamente incubados por
45 minutos a 37 °C. Para controle negativo foi utilizado solucéo salina (0,15 M NaCl) de acordo
com Farias et al., (2021) Adaptado. A atividade hemaglutinante pode ser verificada pela

aglutinacdo completa dos eritrécitos (Figura 7).

Figura 7: Tipos de aglutinagéo.
Fonte: (Castiglioni e Guillo, 2020).

4.2.4.1. Inibicéo da atividade hemaglutinante por carboidratos

As deteccgdes de inibigdo, foram feitas com suspenséo de hemécias comerciais dos tipos
sanguineos A, B e O, juntamente com os extratos proteicos que foram incubados com diferentes
solugdes de carboidratos (galactose, frutose, maltose, glicose, xilose, rhaminose e sacarose) na
concentracdo de 0,15 M, na proporgdo 1:1 por 30 minutos a 37 °C. Em seguida foram
adicionados 50 pL suspensdo de hemacias e novamente incubados por 45 minutos a 37 °C. Para
controle negativo foram utilizados solugéo salina (0,15 M NaCl) e as solucdes dos carboidratos.
A inibicéo da atividade hemaglutinante pode ser representada pela imagem sem aglutinagéo dos
eritrocitos (Figura 7).
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4.2.5. Eletroforese SDS-PAGE

Os extratos proteicos intracelulares e extracelulares obtidos das fermentacdes
bacterianas foram utilizados para a caracteriza¢do das proteinas, pelo método da eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenga de dodecil sulfato de sddio foi conduzida segundo descrito
por (LAEMMLI, 1970).

A analise consiste em dois géis, onde o gel de aplicacéo foi preparado na concentracéo
de 3,5% de poliacrilamida em tampdo Tris-HCI 0,5M, pH 6,8 e SDS a 1%, enquanto o gel de
separacdo foi preparado na concentracéo de 12 % de poliacrilamida em tampdo Tris-HCI 3M,
pH 8,8 e SDS a 1%. Na verificacdo da massa molecular foram utilizadas proteinas padrées de
massa conhecida do marcador S2600 (SINAPSE INC2). As massas das proteinas padrdes, apds
a migragédo no gel, foram comparadas com a migragcdo dos extratos proteicos, obtendo uma

estimativa da massa molecular, os géis foram revelados em nitrato de prata (AgNO3).

4.2.6. Atividade Antibacteriana

4.2.6.1. Micro-organismos

Foram utilizados os seguintes micro-organismos alvo: Staphylococcus aureus ATCC
25923, Bacillus cereus ATCC 10876, Salmonella typhimurium ATCC 14028 e Enterococcus
faecalis ATCC 29212. Estas foram adquiridas do Centro de Pesquisa em Alimentos (CPA) da
UFG.

Ademais, foi utilizada a bactéria Escherichia coli, da linhagem DH5-a, gen6tipo: endAl
recCAl hsdR17 supE44 gyrA96 thi-1 relAl AlacU169 (¢80lacZAM15) Tetr A(mcrA)183
A(mcrCB-hsdSMR-mrr)173 (Sambrook e Russel, 2001), obtida do Laboratorio de
Biotecnologia de Fungos — ICB 1.

4.2.6.2. Manutencdo das cepas
O meio semissoélido (0,5 % extrato de carne, 03 % peptona e 1,5 % agar) foi utilizado

para a manutencdo da cultura de Staphylococcus aureus, Bacillus cereus, Salmonella

typhimurium, Enterococcus faecalis e Escherichia coli.
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4.2.6.3. Padronizacao da suspensao bacteriana

A partir de uma cultura estoque, as bactérias foram repicadas em placas. As placas foram
incubadas a 30 °C por 24 h para Bacillus cereus e, a 37 °C por 24 h para Staphylococcus aureus,
Salmonella typhimurium, Enterococcus faecalis e Escherichia coli. Em fluxo laminar, com o
auxilio de uma swab estéril a cultura bacteriana foi adicionada a um tubo contendo solugéo
salina esteril (0,85% NaCl). A turbidez bacteriana foi ajustada conforme McFarland na escala
de 0,5 em espectrofotdbmetro a 625 nm, entdo foi realizada uma dilui¢do 1:10, obtendo-se uma
suspensdo de 1,5 x 10’ UFC.mL™.

4.2.6.4. Determinacdo da Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) pelo método de

microdiluicdo em caldo

O teste de microdiluicdo em caldo foi realizado de acordo com a metodologia descrita
pelo Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012), para bactérias aerdbias, com
modificagdes.

Para o preparo das amostras, os extratos foram concentrados em estufa a vacuo, a uma
temperatura maxima de 40 °C. Apo6s seco, pesou-se 20 mg dos extratos proteicos, e adicionou
1 mL de dimetilsulféxido (DMSQ) para solubilizacdo, em seguida adicionou 9 mL de caldo
Mueller Hinton (CMH).

Os ensaios foram realizados em microplacas de 96 pogos de fundo “U”. Realizou-se
diluicBes seriada, obtendo as concentracdes finais dos extratos de 1000, 500, 250, 125, 62,5 e
31,25 ug.mL™. Adicionalmente, foram distribuidos 10 pL da suspenséo bacteriana de 1,5 x 10’
UFC.mL™, em triplicata (Figura 8).
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Figura 8: Esquema da microplaca no ensaio de determinagédo CMI.

5.2.6.5. Controles

O controle dos extratos foi realizado em triplicata para cada extrato (Figura 8). Para tal,
foram realizadas diluicbes seriadas das amostras acrescidas ao CMH, sem a presenca do
inéculo.

Para avaliar a interferéncia do solvente empregado na diluicdo dos extratos, quanto a
toxicidade e capacidade de inibir o crescimento microbiano, foi realizado o controle de DMSO.
Desta forma, adicionou-se DMSO a 1% ao CMH. Em seguida, foram realizadas diluigdes

seriadas e acrescentou-se o inéculo bacteriano.
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Para avaliar a viabilidade dos micro-organismos utilizados, foi adicionado inéculo ao
caldo, mas ndo amostra, sendo o controle negativo. Para verificar a esterilidade do meio,

acrescentou-se 200 pL de CMH, como controle do meio.

4.2.6.6. Avaliacdo da atividade antibacteriana

As microplacas foram incubadas a 30 °C por 24 h para Bacillus cereus e a 37 °C por 24
h para Staphylococcus aureus, Salmonella typhimurium, Enterococcus faecalis e Escherichia
coli. A inibicdo do crescimento bacteriano foi verificada por espectrofotometria no
comprimento de onda de 625 nm, utilizando espectrofotémetro (Lambda 45 da Perkin Elmer
UV - Visivel).

A inibicdo do crescimento bacteriano é evidenciada pela auséncia de crescimento no
meio, sendo a concentragdo inibitéria minima a menor concentracdo do extrato capaz de inibir
90% do crescimento das cepas (HORNER et al., 2008). Em relacéo a classificacdo da atividade

antibacteriana, consideraram-se 0s seguintes critérios apresentados na Tabela 4.

Tabela 4: Classificacdo da atividade antibacteriana.

Atividade antibacteriana CMI pug.mL™
Boa <100
Moderada 100-499
Fraca 500-1000
Inativo >1000

Fonte: (HOLETZ et al., 2002).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. ISOLAMENTO DAS COLONIAS DE BACTERIAS ASSOCIADAS AOS CORAIS
Nesse trabalho foi realizado o isolamento das colonias de bactérias a partir da superficie

dos corais marinhos. Ao todo, foram isoladas 18 bactérias, sendo nove col6nias provenientes

do coral Xenia Pompom (Figura 9) e nove do coral Green Star Polyps (Figura 10).

Posteriormente essas col6nias de bactérias foram codificadas conforme apresentado na Tabela
5.

PP 2%

Figura 10: Coldnias de bactérias isoladas a partir do coral Green Star Polyps.
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Tabela 5: Codificacdo das colonias de bactérias isoladas dos corais Xenia Pompom e Green

Star Polyps.
Corais
Xenia Pompom Green Star Polyps
Bactérias isoladas
P1 G10
P2 G11
P3 G12
P4 G13
P5 G14
P6 G15
P7 G16
P8 G17
P9 G18

As coldnias de bactérias P2 e G13 foram selecionadas para o cultivo em dois meios de
crescimento diferentes para obtencdo dos extratos brutos, posteriormente os extratos proteicos
deram continuidade na avaliacdo da atividade hemaglutinante e antibacteriana. O processo de
selecdo dessas bactérias foi feito avaliando a viabilidade do crescimento em meio de cultura
artificial, e também pelas caracteristicas fenotipicas, tais como, cor, aspecto e tamanho.

Colbnias de bactérias assim como essas encontradas nesses trabalho, quando em
ambientes naturais, estdo constantemente interagindo com diferentes comunidades microbianas
através de sinalizagdes fisicas e quimicas que desempenham um papel importante na regulacdo
da estrutura e da sobrevivéncia da comunidade marinha (PANDE; KOST, 2017).

5.2. MORFOLOGIA DAS BACTERIAS G13 E P2

As bactérias G13 e P2 foram caracterizadas na coloragdo de Gram, sendo identificadas
como pertencentes ao grupo das gram-positivas, apresentando morfologia bacteriana de cocos,
como visualizado em microscopio, os arranjos das células sdo apresentados nas Figuras 11 e
12.
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Figura 11: Morfologia da bactéria
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Figura 12: Morfologia da bactéria P2.
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5.3. ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE DOS EXTRATOS PROTEICOS

Proteinas podem ser detectadas através de ensaios de hemaglutinacéo, por promoverem
a formagdo de uma malha de aglutinacdo ao se ligarem a agucares presentes na superficie dos
eritrécitos, essas proteinas vdo possuir diferentes graus de afinidade a diferentes tipos
sanguineos, podendo se ligar a um tipo sanguineo e a outro ndo, onde apresentaram mecanismos
de acdo para diferentes carboidratos.

Alguns extratos proteicos apresentaram atividade hemaglutinante, na presenca de
suspencdo de hemacias comerciais para os tipos sanguineos A, B e O. As Figuras 13 e 14
apresentam a atividade hemaglutinante dos extratos proteicos intracelulares G13 11, P2 11, G13
12, P2 12, e extracelulares E1 G13, E1 P2, E2 G13 e E2 P2 na presenca dos trés tipos sanguineos
(A,BeO).

4 / fl 7 \/ N

1(A)|2(A)|3()|4(B)|5(0)|6(0)]| 7Controle
A E1 G13 + NaCl 0,15M NaCl 0,15 M (A)
B E2 G13 + NaCl 0,15 M NaCl 0,15 M (B)
C G1311 +NaCl 0,15 M NaCl 0,15 M (O)
D G13 12 + NaCl 0,15 M

Figura 13: Atividade hemaglutinante dos extratos proteicos intracelulares e extracelulares G13.
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1(A)[2(A)[3(B)[4(B)[5(0)]6(0)] 7 Controle

A E1 P2 + NaCl 0,15 M NaCl 0,15 M (A)
B E2 P2 + NaCl 0,15 M NaCl 0,15 M (B)
C P2 11 + NaCl 0,15 M NaCl 0,15 M (O)
D P2 12 + NaCl 0,15 M

Figura 14: Atividade hemaglutinante dos extratos proteicos intracelulares e extracelulares P2.

Os extratos proteicos que apresentaram atividade hemaglutinante foram os seguintes,
E1l G13, E2 G13, E1 P2 e E2 P2, portanto, somente os extratos extracelulares apresentaram
atividade hemaglutinante. A atividade hemaglutinante pode indicar a existéncia de proteinas
com capacidade de formar a malha celular com os carboidratos de superficie dos diferentes
tipos sanguineos estudados. Tais proteinas tanto extraidas de micro-organismos, de animais ou
de fontes de vegetais, podem apresentar potencial biotecnoldgico para diferentes tipos de
atividades bioldgicas, tais como, antifingica, inseticida, antitumoral e antibacteriana.

Souza (2018), obteve em seu trabalho um extrato proteico da esponja marinha
Chondrilla caribensis, no qual apresentou atividade hemaglutinante, e a lectina purificada
(CCL 1) também mostrou padréo de aglutinacdo semelhante ao extrato proteico, um potencial
para diversos estudos biotecnoldgicos, bem como a atividade antibacteriana.

Desse modo, pode-se inferir que a substancia capaz de produzir hemaglutinacdo é uma
proteina de ligacdo provavelmente do tipo lectina. No entanto, ensaios de caracterizacdo das
fracOes proteicas serdo necessarios para confirmar estes resultados. As lectinas constituem um
grupo heterogéneo de proteinas, estrutural e funcionalmente, apresentando diversas atividades
bioldgicas, tais como: inseticida, anti-inflamat6ria, antitumoral, imunomoduladora e
antimicrobiana (BRITO et al., 2017).

Na area farmacéutica, as lectinas mais bem estudadas sdo utilizadas como ferramenta
no direcionamento de farmacos, por meio do encapsulamento dessas drogas em lipossomas
conjugados, sdo as lectinas ligadoras de manose e glicoproteinas (PRADELLA et al., 2018). A



35

interacdo de lectinas com glicoconjugados e polissacarideos presentes na superficie celular de
micro-organismos pode desencadear uma série de respostas, resultando na inibicdo do
crescimento e morte do micro-organismo (PROCOPIO et al., 2017). Em vista disso, pesquisas
tém avancado no processo de purificacdo e caracterizagdo de extratos proteicos.

Os extratos proteicos intracelulares que ndo apresentaram atividade hemaglutinante se
assemelham ao mesmo resultado encontrado por SILVA, (2019) quando trabalharam com
extratos vegetais submetidos a precipitacao das proteinas com sulfato de amonio.

Apo0s a constatacdo da atividade hemaglutinante dos extratos proteicos extracelulares
(E1 G13, E2 G13, E1 P2 e E2 P2) com os tipos sanguineos (A, B e O), a inibicdo da atividade
hemaglutinante por carboidratos é necessaria para que seja possivel a identificacdo das
proteinas responsaveis por tal hemaglutimacdo com os carboidratos presentes na superficie dos

eritrécitos.

5.4.1 Inibicéo da atividade hemaglutinante por carboidratos para os extratos proteicos

extracelulares

Para comprovacdo que o agente hemaglutinante sdo lectinas, € necessario que a
atividade hemaglutinante (AH) seja inibida pela adicdo de carboidratos livres, pois 0s
carboidratos livres irdo competir com os carboidratos presentes, fazendo com que as lectinas
ndo consigam se ligar aos carboidratos dos eritrdcitos, com isso, ndo havera formacao da malha
celular. Esse método atua como uma contra prova, a fim de identificar as proteinas presentes
nos extratos proteicos. As Figuras 15 ao 18 apresentam os resultados de inibicdo da atividade
hemaglutinante dos extratos por carboidratos. Portanto, a capacidade das lectinas de mediar
interacdes de reticulacdo com carboidratos presentes na membrana de micro-organismos é
confirmada por ensaios de aglutinacdo (VELAYUTHAME, et al., 2017).



1(A)[2(A)[3(B)]4(B)|5(0) | 6(0)

7C(A)|8C(B)|9C(0)

A Galactose + E1 G13 Galactose
B Frutose + E1 13 Frutose

C Maltose + E1 G13 Maltose

D Glicose + E1 G13 Glicose

E Xilose + E1 G13 Xilose

F Rhaminose + E1 G13 Rhaminose
G Sacarose + E1 G13 Sacarose
H E1G13+ NaCl0,15M NaCl 0,15 M

Figura 15:

Inibicdo da atividade hemaglutinante para o extrato extracelular E1 G13.
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1(A)[2A)[3@®)[4(®B)[5(0) ] 6(0)

7C(A)| 8c(B) [9C(0)

A Galactose + E2 G13 Galactose
B Frutose + E2 G13 Frutose

C Maltose + E2 G13 Maltose

D Glicose + E2 G13 Glicose

E Xilose + E2 G13 Xilose

F Rhaminose + E2 G13 Rhaminose
G Sacarose + E2 G13 Sacarose
H E2 G13+ NaCl0,15M NaCl 0,15 M

Figura 16: Inibicdo da atividade hemaglutinante para o extrato extracelular E2 G13.
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1(A)|2(A)|3(B)|4(B)|5(0)|6(0)

7C(A)|8C(B)\9C(O)

A Galactose + E1 P2 Galactose
B Frutose + E1 P2 Frutose

C Maltose + E1 P2 Maltose

D Glicose + E1 P2 Glicose

E Xilose + E1 P2 Xilose

F Rhaminose + E1 P2 Rhaminose
G Sacarose + E1 P2 Sacarose
H E1P2+ NaCl0,15M NaCl 0,15 M

Figura 17:

Inibicdo da atividade hemaglutinante para o extrato extracelular E1 P2.
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1(A) [28)[3B)][4B®) [5(0)][6(0)

7C(A)|8C(B)|9C(0)

A Galactose + E2 P2 Galactose
B Frutose + E2 P2 Frutose

C Maltose + E2 P2 Maltose
D Glicose + E2 P2 Glicose

E Xilose + E2 P2 Xilose

F Rhaminose + E2 P2 Rhaminose
G Sacarose + E2 P2 Sacarose
H E2 P2+ NaCl 0,15 M NaCl 0,15 M

Figura 18: Inibicdo da atividade hemaglutinante para o extrato extracelular E2 P2,
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A inibicdo da AH ocorre quando a afinidade da proteina, do grupo das lectinas com 0s

carboidratos livres em solucdo é maior que sua afinidade pelos carboidratos da superficie dos

eritrécitos. Para esses ensaios ndo houve inibicéo da atividade hemaglutinante para os sete tipos

de carboidratos em solucéo testados, foram eles, Galactose, Frutose, Maltose, Glicose, Xilose,

Rhaminose e Sacarose, pode se afirmar que ndo houve inibicao por conta da formagdo da malha

celular, configurando atividade hemaglutinante com os quatro extratos extracelulares. Podendo

ser observado essa aglutinacdo na Figura 15 para o extrato proteico E1 G13; na Figura 16 para

0 extrato E2 G13; na Figura 17 para o extrato E1 P2 e na Figura 18 para o extrato E2 P2,
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A partir desse resultado para a inibi¢éo da atividade hemaglutinante com os carboidratos
testados, ainda ndo foi possivel dizer que as proteinas responsaveis por tal atividade
hemaglutinante sdo do grupo das lectinas, por isso, as proteinas presentes nesses extratos
provavelmente iram se ligar a outros tipos de carboidratos ou proteinas, como foi o caso do
estudo de SILVA (2019), para o extrato vegetal da lectina das folhas de Portulaca elatior

(PeLL), onde a atividade hemaglutinante foi inibida principalmente por albumina sérica bovina.

5.4. OBTENCAO E ELETROFORESE SDS-PAGE DAS PROTEINAS OBTIDAS A
PARTIR DOS EXTRATOS PROTEICOS EXTRACELULARES

Os extratos proteicos foram obtidos a uma saturacdo de 60% com sulfato de aménio
((NH4)2S04), esse método foi feito para separar as proteinas, e possivelmente, promover
purificacdo parcial dos extratos. Para os extratos proteicos, tanto extracelulares quanto
intracelulares foi realizado a eletroforese em SDS-PAGE, onde podemos observar o perfil das
principais proteinas presentes nos extratos proteicos e também a estimativa do peso molecular.
Na Figura 19 sdo apresentados os perfis de tamanho das proteinas, para 0s extratos
extracelulares (E1 G13, E1 P2, E2 G13 e E2 P2).

KDa
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E1 G13 E1P2 E2 G13 E2 P2
Figura 19: SDS-PAGE dos extratos proteicos E2 P2, E2 G13, E1 P2, E1 G13.
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Os extratos proteicos extracelulares, apresentaram pesos moleculares na faixa de
tamanho para proteinas que podem apresentar atividade biologica, que variaram de 18 a 30
KDa, , (CHAVES, 2018); (DUARTE, 2018); (SOUSA, 2018); mencionam que proteinas nessa
faixa de tamanho comumente podem apresentar atividade bioldgica. Sendo assim, podemos
alegar que os extratos extracelulares possuem potencial para atividade bioldgica, tornando
assim a investigacdo desses extratos consideravelmente importante, para avaliar qual atividade
bioldgica podem conter.

Considerando a Figura 19, os extratos E2 G13 e E1 G13 verificamos ndo somente as
bandas como também uma similaridade dos pesos moleculares que esses extratos apresentam,
isso pode ser justificado pelo fato de ser a mesma colénia de bactéria marinha, diferenciando
apenas 0 meio de crescimento.

Alguns extratos proteicos com proteinas que apresentam pesos molecular em faixas
menores (18-30 KDa) na eletroforese SDS-PAGE, podem também apresentar atividade
antimicrobiana, assim como no trabalho desenvolvido por SILVA, 2019 que ao estudar a
purificacdo, caracterizacdo e avaliacdo de atividade antimicrobiana de lectina de folhas de
Portulaca elatior, o extrato proteico apresentou uma Unica banda de peso molecular de
aproximadamente 20KDa.

CHAVES (2018), em seu estudo com as lectinas das algas marinhas vermelhas
Meristiella echinocarpa (MeL) e Solieria filiformis (SfL) encontrou massas estimadas de MeL
e SfL por SDS-PAGE foram de 30 kDa e 28 kDa, respectivamente. Valores esses que sdo
préximos ao encontrado para os extratos EI P2, E2 G13, E2 P2, conforme foram estimados na
Tabela 6.

SILVA et al., (2021), encontraram para o extrato Portulaca elatior leaf lectin (PeLL),
quando avaliado por SDS-PAGE uma Unica banda de 20 kDa, esse resultado demonstra a
homogeneidade da preparagdo e confirmam o isolamento de PeLL. Podendo ser comparado
com os extratos proteicos E1 G13 e E2 G13, por terem apresentado bandas com valores proximo

a esse, no entanto estimadas, sendo de 18 e 24 KDa.

Tabela 6: Massas moleculares dos extratos proteicos extracelulares.

Extrato proteicos Massa molecular (KDa)
E1G13 18e24
E1P2 30
E2 G13 18,24 e 30

E2 P2 28e30
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5.5. ATIVIDADE ANTIBACTERIANA NOS EXTRATOS PROTEICOS
EXTRACELULARES

Os ensaios da atividade antibacteriana dos extratos proteicos foram realizados frente a
cinco cepas testadas, sdo elas, Staphylococcus aureus ATCC 25923, Salmonella typhimurium
ATCC 14028, Enterococcus faecalis ATCC 29212, Bacillus cereus ATCC 10876 e Escherichia
coli. No entanto na inibigdo do crescimento bacteriano ocorreu para: Enterococcus faecalis
ATCC 29212 e Escherichia coli (Tabela 7).

Tabela 7: Concentracdo minima inibitoria dos extratos proteicos extracelulares.

CIM pg.mL™
Extratos Bactérias
E. faecalis S. aureus B.cereus E. coli S. typhimurium
E1G13 31,25 >1000 >1000 1000 >1000
E1P2 >1000 >1000 >1000 1000 >1000
E2 G13 31,25 >1000 >1000 1000 >1000
E2 P2 1000 >1000 >1000 >1000 >1000

A partir da Tabela 7 podemos observar que os extratos E1 G13, E2 G13 e E1 P2
apresentaram uma mesma concentracdo de inibicdo para um mesmo micro-organismo sendo de
1000 pg.mL™, para a Escherichia coli. J& para E. faecalis a concentracdo variou entre 0s
extratos, sendo de 31,25 ug.mL™ para E1 G13 e E2 G13 e 1000 pg.mL™ para E2 P2. E. faecalis
é uma bactéria gram-positiva, 0 que comprova dados de literatura em que as gram-positivas sao
mais susceptiveis a inibicdo devida sua estrutura de membrana, uma vez que bactérias gram-
negativas possuem paredes mais complexas, dificultando que os agentes antibacterianos
adentrem seu interior. Os principios ativos responsaveis por tal atividade ainda ndo estéo
elucidados. No entanto o0s quatro extratos extracelulares que apresentaram atividade
antibacteriana (E1 G13, E1 P2, E2 G13 e E2 P2), sdo promissores agentes antibacterianos de
origem natural marinha.

Enterococcus faecalis e E. coli sdo importantes patdgenos associados aos cuidados de
salde e as principais causas de infeccdo por resisténcia a medicamentos. Por isso a necessidade
de desenvolver novos agentes com potencial antibacteriano, a fim de, possibilitar a descoberta

de novos produtos com diferentes principios ativos.
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Existem trabalhos que também utilizaram varias bactérias para investigar extratos
quanto a atividade antibacteriana, assim como ( YANG et al., 2020) que obtiveram caldos de
cultura a partir de Streptomyces lusitanus também extraidos com EtOAc, resultando em trés
compostos. Os trés compostos exibiram inibicdo do crescimento bacteriano contra as cepas,
Enterococcus faecalis CCARM 5172 (CMI: 6,25-50 pg.mL™); Escherichia coli CCARM 1009
(CMI: 50 pug.mL™) Salmonella typhimurium CCARM 8250 (CMI: 50 pg.mL™) Staphylococcus
aureus CCARM 3090 (CMI: 6,25 — 50 pg.mL™). Nesse trabalho, fizeram um estudo semelhante
ao que fizemos por utilizarem os mesmos micro-organismo alvos para analise da atividade
antibacteriana. Com relagédo ao resultado podemos comparar com Enterococcus faecalis, que
em nosso estudo apresentou concentracdo de inibicdo do crescimento bacteriano de 31,25
ng.mL?, para dois (E1 G13 e E3 G13) dos quatro extratos testado, similar quando comparado
ao intervalo encontrado por Yang e colaboradores para essa mesma bactéria.

Resultados equivalentes foram encontrados por THI et al., (2016) que trabalharam com
uma suplementacdo semelhante, utilizando carbonato de célcio, sulfato de ferro e brometo de
potassio no meio liquido para actinomicetos derivados do mar em que os caldos de cultura
foram extraidos com acetato de etila. Obtiveram resultados de atividade antibacteriana com
concentraces de inibicdo para o composto 2 em E.faecalis ATCC13124 (CMI: 32 pg.mL™),
resultado proximo ao nosso estudo, quando comparado com os extratos proteicos E1 G13 e E2
G13.

Trabalhos que também avaliaram a atividade antibacteriana em extratos proteicos,
como, SILVA (2016) em avaliacdo das atividades bioldgicas do extrato proteico do muco
produzido pelo zoantideo palythoa caribaeorum encontrou atividade antibacteriana contra a
cepa, Escherichia coli ATCC® 25922 (CMI: 250 pg.mL™). Um outro trabalho, também de
extratos vegetais obteve atividade antibacteriana. AI-MAMUN (2016) em um estudo com
extrato da semente Ricinus communis, apresentou uma concentracéo de inibigcéo de crescimento
microbiano de 250 pug.mL™ para uma cepa de E. coli, utilizando 0 método de concentracéo
minima inibitdria, sendo semelhante ao nosso estudo quando comparado com extratos que
obtiveram atividade antibacteriana frente a E. coli. No entanto em uma concentragdo maior dos
extratros extracelulares E1 G13, E2 G13 e E1 P2 que inibiram o crescimento bacteriano a uma
concentrac&o de 1000 pg.mL™).

Resultados semelhantes foram observados por (AMARAL, et al., 2020), que em seu
estudo do potencial da atividade biologica de actinomicetos contra o fungo Cryptococcus gattii.
Mostra que Streptomyces sp. e Streptosporangium sp. que fazem parte do Filo dos

Actinomicetos, bactérias gram-positivas, apresentam um grande potencial de producdo de
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metabolitos com acéo antimicrobiana. Assim se assemelham com os resultados encontrados
para os extratos proteicos a partir do cultivo das bactérias G13 e P2, que também sdo do grupo
das bactérias gram-positivas, e apresentam extratos proteicos com potencial antibacteriano.
Outros potenciais também sdo conferidos aos extratos a partir de organismos marinhos,
tais como no estudo feito por PINTO et al., (2020), onde descreveram o isolamento e a
elucidacéo estrutural de quatro cromomicinas dextorrotatdrias uma classe promissora de
compostos anticancerigenos, e de um extrato citotoxico contra linha celular de cancer de colon
produzido por uma bactéria Streptomyces isolada de um coral mole, Palythoa
caribaeorum, coletado na praia de Pedra Rachada, localizada na costa oeste do estado do Ceara.
CARNEIRO et al., (2019) estudaram uma nova lectina de ligacdo a mucina que foi
isolda da esponja marinha Aplysina fulva, apresentando efeitos antibiofilme para as seguintes
bactérias, Staphylococcus aureus, S. epidermidis, e Escherichia coli. No SDS PAGE essa
lectina apresentou uma banda de aproximadamente 16 KDa. A esponja Aplysina fulva foi

coletada na praia de Iracema, Fortaleza-CE.
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6. CONCLUSAO

A partir dos resultados apresentados, conclui-se que foi possivel isolar as bactérias
marinhas (G13 e P2) a partir de corais (Green Start Polyps e Xenia Pompom), onde os extratos
proteicos extracelulares, apresentaram atividade hemaglutinante para os tipos sanguineos A, B
e O. Os mesmos extratos também apresentaram atividade antibacteriana, em diferentes
inibicbes de crescimento microbiano contra bactérias patogénicas, sendo que o0s extratos que
manifestaram resultados antibacteriano para duas das cinco cepas testadas, foram E1 G13 e E2
G13, portanto apresentaram inibicdo tanto para as bactéria gram-positiva (Enterococcus
faecalis) como para bactéria gram-negativa (Escherichia coli), variando a concentragdo minima
inibitoria entre (31,25-1000 pg.mL™). Obtivemos outros dois extratos que também
apresentaram atividade antibacteriana, sendo apenas para uma cepa das cinco testadas. O
extrato E2 P2 apresentou inibig&o de crescimento microbiano para cepa Enterococcus faecalis
(1000 ug.mL™),e o extrato E1 P2 apresentou inibicao de crescimento para a cepa Escherichia
coli (1000 pg.mL™). Portanto esses quatro extratos proteicos extracelulares obtiveram
hemaglutinacdo para os trés tipos sanguineos testados e, mostram-se promissores agentes
biol6gicos quanto a atividade antibacteriana. podendo contribuir para a ampliacdo de produtos

naturais de origem marinha.
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