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“[...] Continue a nadar [...]".
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RESUMO

Dentre os compostos bioativos presentes em organismos vegetais, estdo as lectinas, proteinas
de origem ndo e tem seu uso reconhecido em diversas atividades bioldgicas, dentre as tais,
antibacteriana e anti-helmintica. O uso de produtos naturais para essa finalidade tem ganhado
mais notoriedade devido a resisténcia bacteriana e helmintica as drogas convencionais,
comumente utilizadas na produ¢do animal. Dentre os organismos considerados resistentes as
bactérias Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa estao entre os
mais frequentes que acometem animais de producdo ocasionando infec¢des graves como
mastites, otites, meningites e abcessos, e os helmintos, Haemonchus contortus acometendo
pequenos e médios ruminantes de grande importancia econOmica. Nesse contexto, este
trabalho teve como objetivo avaliar a capacidade de uma lectina de Parkia platycephala
(PPL) em inibir o desenvolvimento de Haemonchus contortus e modular a atividade
antibidtica da gentamicina contra cepas multirresistentes de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa.
A PPL ndo inibiu a eclosdo de ovos de H. contortus ou o desembainhamento larval. No
entanto, mostrou inibi¢do significativa do desenvolvimento larvar com um Clso de 0,31
mg/mL. A CIM obtida para a PPL contra todas as cepas bacterianas testadas ndo foi
clinicamente relevante (CIM >1,024 mg/mL). No entanto, quando a PPL foi combinada com
gentamicina, um aumento significativo na atividade antibidtica foi observado contra cepas de
S. aureus e E. coli. A inibi¢do da atividade hemaglutinante pela gentamicina (CIM= 50 mM)
revelou que esse antibidtico interage com o sitio de ligacdo de carboidratos da PPL. A
interacdo PPL-gentamicina pode estd diretamente relacionada com o aumento da atividade
antibidtica da gentamicina contra cepas de bactérias multirresistentes. A PPL apresentou
efeito anti-helmintico e modulou a atividade antibidtica da gentamicina, podendo ser um novo
recurso terapéutico contra cepas bacterianas resistentes e nematdides gastrointestinais.

Palavras—chave: Antibacteriano, anti-helmintico, resisténcia, proteina.
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Abstract

Among the bioactive compounds present in plant organisms, there are lectins, proteins of non-
origin and their use is recognized in several biological activities, among them, antibacterial
and anthelmintic. The use of natural products for this purpose has gained more notoriety due
to the bacterial and helminth resistance to conventional drugs, commonly used in animal
production. Among the organisms considered resistant to bacteria Staphylococcus aureus,
Escherichia coli and Pseudomonas aeruginosa are among the most frequent ones that affect
farm animals causing serious infections such as mastitis, otitis, meningitis and abscesses, and
helminths, Haemonchus contortus affecting small and medium-sized ruminants economic
importance. In this context, this work aimed to evaluate the ability of a lectin from Parkia
platycephala (PPL) to inhibit the development of H. contortus and modulate the antibiotic
activity of gentamicin against multidrug-resistant strains of S. aureus, E. coli and P.
aeruginosa. PPL did not inhibit the hatching of H. contortus eggs or larval drawing. However,
it showed significant inhibition of larval development with an IC50 of 0.31 mg / mL. The
MIC obtained for PPL against all tested bacterial strains was not clinically relevant (MIC >
1.024 mg / mL). However, when PPL was combined with gentamicin, a significant increase in
antibiotic activity was observed against strains of S. aureus and E. coli. The inhibition of
hemagglutinating activity by gentamicin (MIC = 50 mM) revealed that this antibiotic interacts
with the PPL carbohydrate binding site. The PPL-gentamicin interaction may be directly
related to the increased antibiotic activity of gentamicin against strains of multi-resistant
bacteria. PPL had an anthelmintic effect and modulated the antibiotic activity of gentamicin,
which could be a new therapeutic resource against resistant bacterial strains and

gastrointestinal nematodes.

Keywords: Antibacterial, anthelmintic, resistance, protein.



CAPITULO I - CONSIDERACOES GERAIS

1. Introducao

Na producdo animal € comum o uso de antibidticos para combater doencas
infecciosas e também para a promocdo do crescimento em aves, bovinos, suinos, ovinos e
caprinos. O uso desses medicamentos visa maior produtividade animal, consequentemente
maior lucro em um curto prazo. Entretanto € observado que o uso abusivo desses antibidticos
vem acarretando no aumento da resisténcia bacteriana que € caracterizada pela adaptacdo dos
microrganismos aos antimicrobianos convencionais € ao uso abusivo desses agentes de
controle microbiano, lectinas t€ém sido usadas como alternativas ao uso de antibidticos, por
possuirem potencial antimicrobiano ja descrito e sua capacidade de interagir com carboidratos
da parede celular de bactérias e fungos, ocasionando a inibi¢do do crescimento e morte desses
patdgenos (COELHO et al., 2018), podem interferir na adesdo e invasdo das células
hospedeiras por bactérias (SILVA et al., 2016) e atuar na modulacdo da atividade antibidtica,
modificando a acdo do antibidtico frente os organismos resistentes (SANTOS et al., 2019).

Dentre os organismos considerados multirresistentes, ou seja, aqueles que possuem
resisténcia a mais de duas classes de antibidticos (MALLIK et al., 2013), as bactérias
Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa estdo entre 0S mais
frequentes (QIAO et al., 2017), sendo comumente associadas a diversas infeccdes que
acometem animais de producdo, dentre elas: mastites clinicas e subclinicas, otites, abcessos,
meningites, enterites (MURRAY & PFALLER, 2006; KIDD et al., 2011; SALOMONSEN et
al., 2013; GRACA et al., 2016; HAMED, 2018).

Outros organismos que apresentam resisténcia sdo os helmintos, em especial
Haemonchus contortus (KOTZE & PRICHARD, 2016). H. contortus é uma espécie de
nematéide gastrointestinal de alta prevaléncia, patogenicidade, expansdo global e
economicamente importante em pequenos ruminantes, pois quando estes animais sao
acometidos gera um atraso na producao, ocasionado pela perda de peso, redu¢do do consumo
de alimentos, diminui¢do da producdo de leite, baixa fertilidade e até mesmo causando
mortalidade dos animais (HOWELL et al., 2008; MAIA et al., 2014; COUTINHO et al.,
2015). O controle desse nematoide depende da interrup¢do do ciclo de vida do parasita e é

realizado convencionalmente com anti-helminticos sintéticos e semissintéticos (ALEMU et
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al., 2014). Porém, devido a resisténcia desses organismos aos compostos sintéticos, novas
alternativas de controle tem sido buscada (KOTZE; PRICHARD, 2016), para tal, algumas
lectinas j4 demostraram propriedades potenciais antiparasitdrias, entre elas ConBr; cMoL;
PHA-1, ConA, WGA (RIOS-DE ALVAREZ et al., 2012; IORDACHE et al., 2015;
BATISTA et al., 2018; MEDEIROS et al., 2018).

Dentro da Familia Fabaceae uma lectina que apresenta grande destaque é a PPL,
extraida de sementes da Parkia platycephala, popularmente conhecida como “fava-de-
bolota”, “faveira” e “visgueira”. Sua lectina ¢ uma proteina de ligacdo glicose/manose
composta por trés dominios f-prisma (DEL SOL et al., 2005). A especificidade de ligacdo
dessa lectina por manose, sugere um papel importante na defesa contra patdgenos vegetais
(MANN et al., 2001). A PPL j4 teve sua atividade bioldgica descrita em acdes antinoceptivas
e antiinflamatoérias (BARI, et al., 2016; LEITE et al., 2020).

A P. platycephala tem sua distribuicdo pelo Nordeste do Brasil em éareas de
transicdo entre Cerrado ou Mata Atlantica para a Caatinga (ALVES, et al., 2007; SILVA et
al., 2012). Por suas sementes possuirem um considerdvel teor de proteina bruta (PB) (100g/kg
com base na matéria seca — MS) e possuirem um coeficiente de digestibilidade da MS in vitro
de 880 g/ 1000 g de ingestdao sdo comumente utilizadas na alimentacdo de ruminantes e para
producdo de silagens. Nesse contexto, é de grande relevancia avaliar o efeito da lectina de
Parkia platycephala contra bactérias multirresistentes e sobre o desenvolvimento de

Haemonchus contortus.

2. REFERENCIAL TEORICO

2.1. Uso de antimicrobianos na producao animal

A producdo animal em paises tropicais desempenha um papel fundamental no
fornecimento de proteinas valiosas para as populacdes locais (HERNANDEZ-
CASTELLANO et al., 2019). Segundo IBGE (2020), resultados da Estatistica da Produc¢ao
Pecudria demonstram que a produgdo de carne bovina alcangou os 1,82 milhdes de toneladas
e a producdo de leite 6,30 bilhdes de litros somente no primeiro trimestre de 2020. A
producdo de caprinos e ovinos chegou a mais de 11,3 milhdes e 19,7 milhdes de cabecas,
respectivamente, somente no ano de 2019 (IBGE, 2019).

A ovinocaprinocultura € uma atividade econdmica de grande importancia para a

economia de paises em desenvolvimento, através de geracdo de empregos e a utilizagdo da
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carne como fonte proteica pela populacdo rural. Produtos e subprodutos dessa produgdo vém
ganhando destaque no mercado mundial, por exemplo, através da producao de leite, leite em
po, sorvetes, diferentes cortes de carne, 13, dentre outros (GOULART et al., 2009)

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, a estimativa para producio de
carne em 2030 chegard a 330 milhdes de toneladas, sendo relativa aos paises em
desenvolvimento (FAO, 2018). Mediante o aumento da producdo animal e a intensificacdo
dos sistemas de criag¢do, a alimentacdo desses animais torna-se cada vez mais eficiente com a
utilizacdo de aditivos que proporcionem melhor produtividade. Com isso estima-se que a
utilizacdo de antimicrobianos para diferentes fins na producdo animal aumente em 67% de
2010 a 2030 principalmente devido ao aumento da demanda por proteina animal e a
intensificacdo dos sistemas de cultivo em paises de baixa e média renda (VAN BOECKEL et
al., 2015).

Antimicrobianos sdo substincias que t€ém por capacidade matar ou inibir o
crescimento de microrganismos sem comprometer a saide do individuo medicado. Na
producdo animal, tem seu uso atribuido para o uso profildtico, e também como aditivo na
alimentacdo animal (NETO & ALMEIDA, 2006).

Antimicrobianos sdo usados como aditivos na racdo animal visando basicamente
quatro objetivos: (1) aumentar a produtividade; (2) diminuir a mortalidade; (3) prevenir
infeccoes e (4) conservacdo da ragdo (FAO, 2018). A sua acdo na alimentacdo animal se da,
principalmente, no intestino melhorando a eficiéncia alimentar (DIBNER & RICHARDS,
2005).

Dentre os antimicrobianos usados com maior frequéncia como promotor de
crescimento estdo: avilamicina, tilosina, virginamicina, lincomicina, colistina, flavomicina,
bacitracina, e enramicina. Que sdao usados em racgdes para frango de corte, suinos, bovinos no
intuito de favorecer o crescimento, desenvolvimento ou tém seu uso atribuido a fases
especificas do animal como postura para galinhas poedeiras, lactacdo para vacas leiteiras ou
desmame em suinos em fase inicial (PALERMO NETO, 2005).

Esses antimicrobianos também sao usados como profiléticos, no controle de doencas
de interesses zootécnicos dentre elas doengas como a mastite que afeta animais que atuam na
producdo leiteira, como cabras e vacas, além de tratar outras doencas ocasionadas por ataque
de bactérias e fungos em diversas espécies animais, dentre elas peixes, frangos caprinos,

ovinos, bovinos e outros. Gentamicina, amoxicilina, apramicina, oxitetraclina dentre outros
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estdo entre os antimicrobianos mais usados com a finalidade terapéutica na produ¢do animal
(PALERMO NETO, 2005). Devido ao uso descontrolado e/ou mau usos desses
antimicrobianos foram detectados fatores de resisténcia para diversos tipos bacterianos o que
ocasionou um sério problema de sadde ptblica, levando a proibi¢do de algumas dessas
substincias para uso como promotor de crescimento e também para fins terapéuticos em

diversos paises, inclusive no Brasil, pelo 6érgao regulamentador ANVISA.

2.2. Resisténcia e modulacao de bactérias aos antibi6ticos

Os antibidticos sdo compostos quimicos que possuem origem natural e/ou sintética
sdo usados no tratamento de infec¢Oes causadas por bactérias patogé€nicas em humanos e
animais e tem como propriedade nio gerar danos ao hospedeiro (GUIMARAES et al., 2010;
BOUKI; VENIERI; DIAMADOPOULOS, 2013). Para que um antibidtico seja considerado
como eficaz é necessdrio que ele seja aplicado em concentragdo suficiente, no local da
infeccdo, consiga atravessar ativa ou passivamente a parede celular do alvo a ser inibido,
possuir afinidade pelo sitio de ligacdo no interior bacteriano e ser capaz de permanecer o
tempo suficiente para exercer seu efeito inibitério (ANVISA, 2011; PANKEY & SABATH,
2013). De modo geral, a acdo dos antibidticos € direcionada a alvos particulares nos
microrganismos tais como: a inibicdo da sintese da parede celular, a inibicdo da sintese
proteica, a inibicdo de dcidos nucléicos e a alteragdo da permeabilidade celular (TORTORA et
al., 2005).

A resisténcia bacteriana é um sério problema por acometer inimeras perdas na
agropecudria, através dos residuos deixados na carne e leite animal que sdo usados para
consumo humano, anualmente milhdes de litros de leite e quantidades significativas de
animais sdo descartados pelos produtores, em decorréncia dessa problematica (FAO, 2018). A
resisténcia torna-se ainda mais preocupante em decorréncia do desenvolvimento acelerado de
determinadas bactérias patogénicas, quando comparadas com a capacidade da industria de
produzir novas drogas, tornando escassa a terapéutica antimicrobiana que ¢
convencionalmente aplicada (GUIMARAES; MOMESSO; PUPO, 2010).

Ela é caracterizada pela capacidade de um organismo de resistir a um agente
quimioterapico ao qual este €, normalmente, sensivel (MADIGAN et al., 2004). Um
organismo também pode ser multirresistente quando ele possui resisténcia a duas ou mais

classes de antibidticos (MALLIK et al., 2013). O desenvolvimento da resisténcia bacteriana é
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uma maneira da bactéria manter sua perpetuacdo frente a pressdo seletiva provocada pelo uso
dos antimicrobianos. (OLIVEIRA et al., 2014).

O principal fator para o desencadeamento da resisténcia aos antibidticos € seu uso
irracional, seja pela descontinuidade do tratamento das infecgdes, falta de orientagdo
profissional e o uso em casos desnecessarios (FERREIRA & TERRA JUNIOR, 2018). Outro
fator de surgimento das bactérias resistentes estd associado aos antibidticos administrados na
agropecudria anualmente em animais, correspondendo a 75% de toda a fracdo de
medicamentos consumidos em alguns paises, influenciando diretamente a microbiota
ambiental (BARTLETT; GILBERT & SPELLBERG, 2013).

Quanto a classificacdo da resisténcia bacteriana ela pode ser do tipo: intrinseca ou
natural e adquirida. A resisténcia intrinseca ou natural € aquela em que os genes de resisténcia
fazem parte do material genético do organismo, sem que ocorra uma exposi¢ao prévia ao
antibidtico, pode ocorrer por meio de mutacdes em genes cromossdomicos e transferéncia
horizontal de genes (TORTORA; FUNKE; CASE, 2016; BOSCARIOL, 2013; BLAIR et al.,
2015), ja a resisténcia adquirida refere-se a aquisicdo de genes de resisténcia através de
mutagdes provenientes da interacao antibidtico-microrganismo (BOSCARIOL, 2013).

Dentre os microrganismos considerados resistentes destacam-se com maior
frequéncia as bactérias Gram negativas Escherichia coli e Pseudomonas aeruginosa e a
bactéria Gram positiva Staphylococcus aureus (QIAO et al., 2017). Estes microrganismos
estdio em frequente associacdo a diversas infeccdes hospitalares e veterinarias, ambos
possuem resisténcia a uma ampla distribuicao de antibidticos, com resisténcia comprovada a
mais de duas classes (BAUM & MARRE, 2005; SCHINDLER; JACINTO & KAATZ, 2013;
PANG et al., 2019).

Escherichia coli pertence a familia Enterobacteriaceae sdo bastonetes Gram
negativos, moveis, anaerdbios facultativos e ndo formam esporos (BERG, 1996). Esse
microrganismo estd associado a uma variedade de doencas incluindo sepse, infecc¢des
urindrias, meningite e gastrenterite (MURRAY & PFALLER, 2006). A patogenicidade por
Escherichia coli destaca-se como um dos principais agentes responsaveis por perdas
econOmicas na industria avicola, além de estar associada a mastites e abcessos no sistema
nervoso central de caprinos, ovinos e bovinos (ITO, et al., 2007; GRACA et al., 2016). As
cepas patogénicas de E. coli sdo agrupadas em duas categorias, conforme o tipo de doenca

-

que podem causar: patogénicas intestinais (diarreiogé€nicas) e patogénicas extraintestinais. E

21



cada vez mais frequente a deteccdo de E. coli multirresistentes, no trato gastrointestinal essas
bactérias do tipo comensal podem transferir os seus genes de resisténcia para diversas outras
bactérias, incluindo patogénicas, especialmente quando expostas a agentes antimicrobianos
(MELO et al., 2015).

Pseudomonas aeruginosa pertence a familia Pseudomonadaceae e ao género
Pseudomonas (OZEN & USSERY, 2012). E um bacilo Gram negativo, aerébio estrito, ndo
forma esporos, pode ser encontrado isolado, aos pares ou em pequenas cadeias
(STARADUMSKYTE & ALGIMANTAS, 2014). Estd frequentemente implicado em
diversos tipos de infeccdes veterindrias € humanas e € a principal causa de infec¢do hospitalar
dentre os bacilos Gram negativos, ¢ também uma das principais causas de doengas como otite,
mastite, endometrite, pneumonia hemorragica e infec¢cdes do trato urindrio em rebanhos
(KIDD et al., 2011 ; POONSUK e CHUANCHUEN, 2012 ; SALOMONSEN et al., 2013;
PANG et al., 2019). Pseudomonas aeruginosa apresenta resisténcia intrinseca a vdrios
antimicrobianos e pode adquirir mecanismos de resisténcia adicionais devido a eventos de
mutacOes cromossomais € essa resisténcia pode ser propagada de geracdo em geracdo
(MELETIS et al., 2012; ALHAZMI, 2015).

Staphylococcus aureus pertence a familia Micrococcaceae, sdao cocos Gram
positivos, anaerdbicas facultativas, podem ser encontradas isoladas, em pares ou formando
grupos irregulares e sdo constituintes da microbiota normal da pele e da mucosa humana
(LINDSAY; HOLDEN, 2004; TRABULSI & ALTHERTHUM 2005). E um importante
patdgeno de ruminantes, € € considerado um dos patdgenos zoondticos mais versiteis e
devastadores, responsdvel por causar surtos generalizados de infec¢do grave, intoxicacao
alimentar, colonizac¢do, mastite animal e pneumonia. Além de causar uma série de infec¢des
em animais, como abortos em ovelhas, estafilococose em coelhos, complexo de pneumonia e
osteomielite em aves domésticas (HAMED, 2018).

As doencgas que sao provocadas por S. aureus podem ser em decorréncia da invasao
direta dos tecidos quando ocorre o comprometimento das barreiras naturais de defesa, através
de uma bacteremia primaria ou decorrentes das toxinas por ele produzidas (BRAUNWALD et
al.,, 2002; LINDSAY; HOLDEN, 2004; SANTOS et al., 2007). S. aureus possui uma

capacidade acentuada de adquirir resisténcia antimicrobiana, por meio da transmissao

horizontal e aquisicao de genes provindos de fontes externas (BARTOLOMEU et al., 2016).
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Na busca por novas alternativas para o tratamento de infeccdes por microrganismos
resistentes, estudos tém apostado no uso da modulagcdo e do sinergismo de produtos naturais
com antibidticos, que visa potencializar o efeito da droga sem utiliza-la em quantidades que
caracterizariam a resisténcia (KOVAC et al., 2015; ARAUJO et al., 2016; SANTOS et al.,
2019; OLIVEIRA et al., 2020; FREITAS, C. et al., 2020). A modulacio atua no uso de um
determinado composto que tem a capacidade de modificar a a¢do do antibidtico frente aos
microrganismos testados, porém essa atividade modulatéria vai depender de caracteristicas
presentes na substancia testada e no microrganismo teste (Gram positivo ou Gram negativo),
que variam desde composicdo da membrana até atuacdo de mecanismos especificos de
resisténcia bacteriana (FREITAS, T. et al., 2020).

O sinergismo ocorre quando dois ou mais compostos sdo capazes de interagir e a
resposta dessa interacdo € o aumento, potenciacdo ou amplificacdo do efeito esperado
(NCUBE; FINNIE; VAN STADEN, 2012). J4 foram verificados que as acdes sinérgicas
exibidas por compostos bioativos combinados com antibidticos podem retardar ou mesmo

reverter a evolugdo da resisténcia em bactérias (AYAZ et al., 2019 ).

2.3. Mecanismos de resisténcia aos antibioticos

Existem quatro tipos de mecanismos (figura 2) que podem ocasionar a resisténcia
adquirida aos antibidticos sdo eles: inativagcdo da droga; alteragdo do alvo; bomba de efluxo e
impermeabilidade de membranas (SCHINDLER et al, 2013).

Antibiots
Q » (’ b) Impermeabilidadeo nuibietico

de membrana

a) Bomba de efluxo

o

d) Inativacao

s

d) Inativacao
da droga

Figura 1: Mecanismos de resisténcia das bactérias aos antibiéticos (ADAPTADO DE
REACTGROUP.ORG). a| bomba de efluxo: sdo capazes de secretar o antibidtico da célula
através de divisdo celular (retdngulo azul); b| Impermeabilidade de membrana: Algumas
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bactérias sdo intrinsecamente resistentes a certos antibidticos simplesmente porque t€ém uma
membrana impermedvel; c| Alteragdo do alvo: se dao pela modificacdo da proteina alvo e os
alvos dessa alterac@o incluem a mutagdes na girase (esfera azul); d| Inativa¢do da droga: a
inativacao pode ocorrer por modificacdo covalente do antibiético, como aquela catalisada por
acetiltransferases (esfera concava verde) que agem sobre antibidticos aminoglicosideos, ou
por degradacdo do antibidtico, como aquela catalisada por f-lactamases (esfera concava azul)
agindo sobre antibidticos f-lactamicos. Ac, grupo acetil.

O mecanismo que resulta na inativacdo da droga é mediado através de agdo
enzimdtica e consiste no mecanismo de resisténcia de maior importancia, tem como exemplo
a agdo de enzimas do tipo B-lactamases e aminoglicosideos quinases (CAUMO et al., 2010).
Essas enzimas s3o produzidas pela bactéria e tém por finalidade inativar e degradar o
antibidtico através dos mecanismos de hidrélise, transferéncia de um grupo ou processo
redox. Os grupos ésteres e amidas que fazem parte da estrutura dos antibidticos sdo
susceptiveis as hidrolises que atuam quebrando as ligacdes dos grupos pela acdo enzimadtica
(DZIDIC; SUSKOVIC & KOS, 2007). O mecanismo de transferéncia de grupos realga as
enzimas transferases e o processo redox ocorre oxidagdo ou reducdo induzida pela bactéria
patogénica (WRIGHT, 2003; DZIDIC; SUSKOVIC & KOS, 2007).

O segundo tipo de mecanismo de resisténcia € alteracdo do alvo ou dos sitios-alvo da
droga. E conhecido como um dos mecanismos de resisténcia mais especificos, pois ele
impede as ligacoes sitios-alvo, resultando na incapacidade de penetracdo do antibidtico na
superficie das células bacterianas, e consequentemente qualquer efeito inibitério ou
bactericida (CAUMO et al., 2010). Ocorre por alteracdo da estrutura do peptidoglicano,
interferéncia na sintese de proteinas ou na sintese de DNA (RICE & BONOMO, 2005).

As bombas de efluxo sdo proteinas de membrana ativamente responsdveis pelo
transporte de muitos antibidticos para fora da célula. Esse mecanismo de resisténcia ocorre
através de um transporte ativo dos antibiéticos do meio intracelular para o meio extracelular
impedindo que o antibidtico se concentre no interior da célula, esse mecanismo afeta todas as
classes de antibidticos (DZIDIC, SUSKOVIC, & KOS, 2007; GONCALVES, 2010; BLAIR
et al., 2015).

E por dltimo o mecanismo de resisténcia conhecido por impermeabilidade de
membranas ou alteracdo da permeabilidade. As espécies Gram-negativas s@o intrinsecamente
menos permedveis a muitos antibidticos, quando comparadas com as espécies Gram-positivas
(KOJIMA & NIKAIDO, 2013), isto porque as estruturas que compdem a membrana interna

das bactérias Gram-negativas sdo constituidas por fosfolipidios e a membrana externa por
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lipideos. Esta constituicdo provoca uma lenta penetragdo do farmaco e a passagem pela
membrana externa € realizada através das porinas, que formam canais hidrofilicos (DZIDIC,
SUSKOVIC, & KOS, 2007). E para exercer a sua funcdo os antibidticos hidrofilicos
atravessam a membrana externa por difusdo, através das porinas e esse mecanismo de
resisténcia consiste na diminuicdo das porinas ou na substitui¢do das existentes por porinas

mais seletivas (WOZNIAK & WALDOR, 2010).

2.4. Resisténcia anti-helmintica

Um grave problema econdmico na producdo animal € a resisténcia aos anti-
helminticos que vem ocorrendo de maneira generalizada em parasitas de ovinos, caprinos e
bovinos. Essa resisténcia consiste na capacidade natural de espécies de nematoides
gastrintestinais em tolerar uma dose de anti-helminticos que seria eficaz para a maioria dos
individuos de uma populacio sensivel, sendo resultado de selecdo natural apds exposicao de
uma populacdo de parasitos ao farmaco (VADLEJCH et al., 2014). Existem basicamente trés
tipos de resisténcia anti-helmintica: A lateral quando ocorre entre produtos do mesmo grupo
quimico; resisténcia anti-helmintica cruzada quando ocorre entre duas drogas de grupos
diferentes e a resisténcia anti-helmintica multipla que ocorre quando o parasito € resistente a
mais de duas bases farmacolégicas (MOLENTO et al., 2011).

Além do uso inadequado e exacerbado dos anti-helminticos, algumas préticas de
manejo também sao responsdveis por causar essa resisténcia como a utiliza¢io prolongada do
mesmo grupo de anti-helminticos; alta frequéncia de tratamentos; a rdpida rotacdo de
principios ativos e dosagens inadequadas; além de tratamentos sistemdticos do rebanho sem
prévio exame diagndstico; tratamento durante o periodo da seca; aquisi¢do de animais com
helmintos resistentes sem realizacdo de quarentena, nem tratamento prévio eficiente. A
realizacdo dessas estratégias de manejo é considerada como medidas que podem ser utilizadas
para o desenvolvimento de protocolos de tratamentos anti-helminticos (TORRES-ACOSTA
& HOSTE, 2008; NICIURA et al., 2012; VADLEJCH et al., 2014; JACKSON et al., 2012).

O diagnéstico dessa resisténcia se da por diversos testes dentre eles: 1) testes in vivo:
Foi um dos primeiros testes desenvolvidos no intuito de avaliar a eficdcia anti-helmintica e ele
resulta em uma estimativa por comparagdo da contagem de ovos eliminados nas fezes (OPG)
em animais tratados e ndo tratados, ou apenas um grupo, antes € apds o tratamento. Neste
teste as populacdes de nematdides sdo consideradas resistentes quando a eficicia for menor

que 95% (CABARET; BERRAG, 2004). 2) Testes in vitro: que inclui o teste de eclosdao de
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ovos (TEO) que consiste na incubagdo dos ovos dos nematdides na presenca de uma série de
concentracdes de tiabendazol por 24-48 horas seguido de quantificacdo dos ovos e larvas de
primeiro estdgio (COLES et al., 2006); teste de desenvolvimento larvar (TDL) estd baseado
na capacidade de alguns anti-helminticos em impedir o desenvolvimento de larvas e o teste de
migracdo e motilidade larvar (TML) que baseia-se na paralisia muscular como efeito
farmacoldgico nos nematoides visualizada por meio de reducdo da migracdo através de uma
barreira permedvel (FORTES et al., 2013). 3) Diagndstico molecular: pela resisténcia ser um
fendmeno hereditario que resulta em alteragdes genéticas que sdo responsaveis pelo fendtipo
de resisténcia € possivel o desenvolvimento de técnicas moleculares para identificar a
resisténcia precocemente com o objetivo de promover mudangas no controle e tracar um

panorama mundial da resisténcia (MORTIER; PRICHARD, 2008, PAPADOPOULOS, 2008).

2.5. Haemonchus contortus e impactos na ovinocaprinocultura

A criacdo de pequenos ruminantes, seja para abate, puro sangue ou produgdo de leite,
destaca-se pela sua produtividade e por sua habilidade adaptativa, sendo uma das culturas
mais comuns na regido Nordeste, € uma atividade de grande importancia econdmica e social
por ser capaz de gerar ganhos para populacOes de baixa renda, especificamente de regides
aridas e semiaridas do Brasil (FERREIRA et al., 2019), no Brasil a maioria dos rebanhos de
pequenos ruminantes € criada de forma semiextensiva e esse tipo de criac@o estd susceptivel a
incidéncia bioldgica e econdmica que sdo provocadas pelo estabelecimento de infec¢des
parasitdrias por nematdides gastrointestinais que se configuram como o principal causador da
maioria das doencas de ovinos e caprinos (COSTA et al., 2009; RODRIGUEZ et al., 2015).

Dentre os nematdides gastrointestinais que sdo responsdveis por causar diversas
doencas parasitdrias em pequenos ruminantes destaca-se Haemonchus contortus, pela
crescente mortalidade registrada nesses animais em decorréncia da infeccdo (EMERY et al.,
2016). Haemonchus contortus € uma espécie hematofaga pertencente ao filo Nematoda,
ordem Strongylida, habita em sua fase adulta o abomaso de seus hospedeiros, que sdo
ruminantes de pequeno e médio porte (SANTOS et al., 2016). Durante seu desenvolvimento
passam por diversas fases e morfologicamente se apresenta nas fases de ovo, larva e adulto. O
individuo adulto possuem de 2-3 cm de comprimento, machos e fémeas sdo diferenciados

pela presenca de ovarios em espirais na cor branca que sao envoltos pelo intestino nas fémeas
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e microscopicamente a fémea possui um apéndice vulvar e o macho um lobo dorsal
assimétrico e espiculo com ganchos (URQUHART; ACEDO, 2001).

A patogenia de Haemonchus contortus é conhecida como Hemoncose que dentre os
principais sintomas provocados destacam-se: anemia severa, dificuldade respiratéria, perda de
peso, fraqueza, aparecimento de edema mandibular, reducdo na eficiéncia reprodutiva e,
consequentemente a morte do animal (CARVALHO, 2011; YUKI, 2012). E a hemoncose
afeta economicamente a ovinocaprinocultura, pois seus maleficios ocasiona uma queda da
producdo de leite e carne, causa um retardamento do crescimento animal, aumento dos gastos
com custos para o controle do parasita e manutencdo dos animais, o produtor também perde
com a morte dos animais e a baixa fertilidade dos rebanhos de producao (VIEIRA, 1999;
COUTINHO et al., 2015).

O controle desse parasita tem se dado através do uso de anti-helminticos, porém o
uso inadequado dessas drogas tem se tornado uma preocupagdo de sadde publica, devido a
aquisicdo de resisténcia desses parasitas por certas drogas (REINIGER et al., 2017). A grande
problematica da resisténcia anti-helmintica € que a aplicagdo de anti-helminticos deixa
residuos nas propriedades, nas carcacas de animais e acabam por interferir nos lucros dos
produtores e na saide do consumidor (VAN WYR et al., 2006).

Devido a necessidade de tornar os sistemas de producdo mais eficientes e
sustentdveis, diminuindo a resisténcia anti-helmintica, € que tem se buscado métodos

alternativos para o controle desses parasitas (ZAROS et al., 2014).

2.5.1. Ciclo biolégico

O parasita possui um ciclo de vida direto (Figura 3), ou seja, sem a necessidade de
um hospedeiro intermedidrio, com duas fases: uma de vida livre, no ambiente e outra
parasitaria (SANTOS et al., 2014). As fémeas e os machos estdo localizados no abomaso,
onde realizam a cOpula. As fémeas sdo oviparas e liberam seus ovos no interior do abomaso,
sendo excretados posteriormente junto com as fezes dando inicio a fase de vida livre. Os ovos
no ambiente, junto as fezes passam por transformacdes e sob condi¢des favordveis de
temperatura ¢ umidade eclodem dando origem a larva de primeiro estddio (L1), que se
alimenta de bactérias presentes no ambiente e em 24-27h se desenvolvem em larvas de

segundo estddio (L2), e posteriormente evoluem para a terceira fase larval (L3) também
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conhecida como a fase infectante (FORTES, 2004; CLIMENI et al., 2008;
KUMARASINGHA et al., 2016).

]
L

Ovos saem

nas fezes

L1-L2-L3 descnvolvem-s¢ —» L3 migra —> L3 ingerida
nas fezes ao pasto vai a0 abomaso

Figura 2: Ciclo de vida de Haemonchus contortus (GIRAO et al., 1998).

As larvas L3 tem a capacidade de migrar para fora da massa fecal e ficam dispostas
em plantas forrageiras, estas plantas servem de alimento para muitos animais, que acabam por
ingerir as plantas contaminadas com o parasita em sua fase infectante dando inicio a fase
parasitaria do ciclo bioldgico (SILVA et al.,2008; SANTOS et al., 2012). Apds ser ingerida a
L3 perde a cuticula no abomaso e passa para o quarto estddio (L4), onde se inicia o consumo
de sangue, e logo apds passam para o ultimo estddio a fase adulta (L5), em que os machos e
fémeas copulam e chegam a produzir entre 5000 a 15000 ovos, dando inicio a um novo ciclo

(SANTOS et al., 2014a; EMERY et al., 2016).

2.6. Lectinas vegetais

O primeiro estudo com lectinas vegetais data do ano de 1888, em um trabalho de
Peter Herrman Stillmark, sobre a toxicidade de extratos de Ricinus communis (mamona) que
foram capazes de aglutinar eritrocitos, neste trabalho Stillmark descreveu a presenca de uma
proteina extraida, a ricina (KENNEDY et al., 1995; SHARON; LIS, 2004). A capacidade de
aglutinar eritrécitos além de ser observada em extratos de ricina, foi observada também
através dos extratos toxicos de Abrus precatorius, que tem a abrina como proteina
caracterizada (JUAN et al., 2017).

Anos depois diversas outras substancias aglutinantes téxicas e ndo toxicas foram
caracterizadas através de outras espécies vegetais, e somente apds a descoberta que essas

hemaglutininas sdo capazes de distinguirem entre os tipos sanguineos é que passaram a
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nomeé-las lectinas, do Latim, legere que significa selecionar ou escolher o que se refere a
habilidade dessas proteinas de ligarem-se seletivamente aos carboidratos (PAIVA et al.,
2013). Anos mais tarde o termo lectina foi usado para definir proteinas ou glicoproteinas de
origem ndo imune capaz de reconhecer e se ligar reversivelmente a carboidratos especificos
sem alterar suas estruturas quimicas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

As lectinas vegetais estdo presente em diferentes tecidos vegetativos, desde cerne
(SA et al., 2008), cascas (COSTA et al., 2018), folhas (GOMES et al., 2013), grios de pdlen,
raizes (KUKU et al., 2009) frutos (RATAPANO et al., 2001), caules, rizomas (BISWAS;
CHATTOPADHYAYA, 2015) e flores (CHOLAK et al., 2016). Mas em sua grande maioria
sdo encontradas em cotilédones e endospermas das sementes que chegam a constituir de 0,1%
a 5% do total de proteinas nestes tecidos (DIAZ et al., 2015).

Nas plantas, acredita-se que as lectinas atuam transportando e armazenando
carboidratos (NAKAMURA et al., 2002), realizando uma ligagcdo entre bactérias fixadoras de
nitrogénio a raiz das plantas, sejam responsdveis por inibir o crescimento fungico, além de
atuarem na protecdo das plantas contra ataques de insetos (WANG et al., 2000;
VANDENBORRE; SMAGGHE; VAN DAMME, 2011).

Lectinas apresentam uma grande variedade estrutural, mas em paridade possuem a
presenca de ao menos um sitio especifico de ligacdo a carboidratos, que corresponde ao
chamado dominio de reconhecimento de carboidrato — CDR (LAM; NG, 2011; CARVALHO
et al., 2018). Devido a essas habilidades de reconhecimento e especificidade de ligacdo de
maneira reversivel aos carboidratos € que lectinas vegetais estdo divididas em quatro grupos
principais, sdo eles: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (PEUMANS;
VAN DAMME, 1998).

As merolectinas t€ém como caracteristica a presenca de apenas um dominio para
ligacdo a carboidratos, sio monovalentes e devido a essa caracteristica sdo incapazes de
aglutinar células. A lectina mais conhecida desse grupo € a Viena, extraida a partir do latex de
Hevea brasiliensis (VAN PARIJS et al., 1991). O grupo Hololectinas possui dois ou mais
dominios idénticos de ligacdo a carboidratos, e podem aglutinar células. A maioria das
lectinas de plantas pertence a esse grupo (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).
Quimerolectinas s@o proteinas com um ou mais dominios de ligacdo a carboidratos e um

dominio ndo relacionado. A lectina PPL € um exemplo de quimerolectina, extraida de
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sementes de Parkia platycephala (CAVADA et al., 2006). Superlectinas consistem de pelo
menos dois dominios de ligag¢do a acucares diferentes (PEUMANS; VANDAMME, 1998).

2.6.1. Lectinas de leguminosas e aplicacoes biotecnologicas mais recentes

Dentre vérias lectinas do reino vegetal, as mais estudadas provém da familia
Leguminosae, além de possuirem o maior nimero de estudos sdo as que possuem O maior
numero de lectinas purificadas e caracterizadas (MISHRA et al., 2019; SHARON; LIS, 2004;
VAN DAMME, 2014). Lectinas de leguminosas apresentam alta homologia de estrutura
primdria e tercidria, porém apresentam diferentes propriedades bioldgicas quando aplicadas
em ensaios experimentais, o que se faz necessario o estudo de cada lectina de forma isolada
para que o potencial biotecnoldgico de cada molécula seja determinado (COELHO et al.,
2017).

Dentre as vdrias atividades bioldgicas descritas de lectinas destacam-se 0 uso como
antibacteriana e anti-helmintica, nos dltimos anos tém sido realizados estudos com lectinas
vegetais, no intuito de comprovar sua eficicia em um possivel tratamento contra bactérias

patogénicas e nematoides gastrointestinais (BATISTA et al., 2018; SANTOS et al., 2019).

Tabela 1: Atividades antibacteriana e anti-helmintica de lectinas de espécies vegetais

Atividade Bioldgica Espécie vegetal Lectina Referéncia
Vatairea macrocarpa VML SANTOS et al., 2019
CARVALHO et al.,
Apuleia leiocarpa ApulSL
2015
Antibacteriana
Tamarindus indica EMtL OSMAN et al., 2016
KLAFKE et al., 2013;
Bauhinia variegata BvvL
KLAFKE et al., 2016
Phaseolus vulgari PHA-1 ) ,
RIOS-DE ALVAREZ
Canavalia ensiformis ConA
etal., 2012
Triticum vulgare; WGA
Anti-helmintica Canavalia
ConBr BATISTA et al., 2018
brasiliensis
MEDEIROS et al.,
Moringa oleifera CMoL

2018
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As lectinas podem apresentar atividade antibacteriana através de varios mecanismos,
dentre eles, o bloqueio dos seus movimentos (DAMICO, 2002), através da capacidade da
lectina de reconhecer carboidratos presentes nas células bacterianas que pode ocasionar a
alteracdo da estrutura da bactéria e na permeabilidade de sua membrana o que leva a inibi¢cdo
do crescimento do microrganismo e até mesmo sua morte (GAIDAMASH; STADEN, 2002).
E o efeito anti-helmintico da lectina é conferido pelo local de ligacdo dos carboidratos que
essas proteinas possuem, além da interacdo com residuos de carboidratos no nucleo de

glicanos presentes nos parasitas (BATISTA et al., 2018).

2.6.2. Aspectos gerais da Parkia platycephala e da lectina PPL

Parkia platycephala comumente conhecida por “fava de bolota”, “visgueira” ou
“faveira” ¢ uma espécie pertencente a familia Leguminosae e subfamilia Mimosoideae, de
ocorréncia nos dominios da Amazodnia, Caatinga e Cerrado das regides Norte e Nordeste do
Brasil (FORZZA et al., 2010). E uma espécie vegetativa de grande porte, chegando a atingir
de 8 a 18 metros de altura, seu tronco € curto e cilindrico e possui uma inflorescéncia (Figura
1 A) caracteristica que € disposta em capitulos globosos sobre pedinculo pendentes
(LORENZI, 2002). Os frutos sdo classificados como legumes indeiscentes (Figura 1 B/C),
geralmente sdo produzidos durante a estacdo seca, entre os meses de agosto a outubro
(BULHAO; FIGUEIREDO, 2002).

A espécie possui potencial madeiro e também € utilizada na integracdo de sistemas de
atividades agricolas, florestais e pastoris ndo s por sua plasticidade e rdpido crescimento,
mas também por seus frutos (vagens), que é uma excelente fonte de alimento para ruminantes

quando maduros (ALVES et al., 2007).
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L\k A g

Figura 3: Partes vegetativas de Parkia platycephala (A) Inflorescéncia; (B) frutos
imaturos; (C) sementes maduras. Fonte: Propria do autor.

As lectinas do género Parkia tém sido bastante estudadas nos dltimos anos, isso
devido a grande diversidade de espécies presente no género. Em geral, estas lectinas possuem
especificidade de ligacdo a manose/glicose e possuem em comum algumas propriedades
bioquimicas e biofisicas, como conformacdo dimérica ou heterotetramérica (CAVADA et al.,
1997; CAVADA et al., 2000; OGUNTIBEJU, 2014).

A lectina de Parkia platycephala, denominada PPL, foi a primeira do seu género a
ter sua sequéncia de aminoécidos elucidada, onde sua estrutura primdria é composta por 447
residuos de aminoacidos (MANN et al., 2001). E a andlise tridimensional demonstrou que sua
estrutura monomérica é formada por trés dominios S-prisma, onde cada um possui um CDR
diferente (DEL SOL et al., 2005).

Em atividades biologicas, PPL ja teve seu efeito descrito em atividade
antinociceptiva em testes de contor¢des induzidas por 4cido acético e também teve efeito
antiinflamatoério descrito (BARI et al., 2016). LEITE e colaboradores (2020) também
comprovaram a atividade antinociceptiva orofacial da PPL e atestaram que a atividade esta
relacionada a interagdo da PPL com os glicanos presentes no receptor TRPV1. A interacdo
com glicanos na superficie celular € uma das possiveis responsaveis pelas inimeras atividades
bioldgicas, descritas ou ndo, das lectinas entre elas a atuacdo como antiparasitiria e

antibacteriana (CAVADA et al., 2020).
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3. Objetivos

3.1.0bjetivo geral

Avaliar a capacidade da lectina de Parkia platycephala (PPL) em inibir o

desenvolvimento de Haemonchus contortus em ruminantes € modular a atividade antibidtica

da gentamicina contra cepas multirresistentes de S. aureus, E. coli e P. aeruginosa;

3.2.0bjetivos especificos

Purificar a lectina PPL;

Realizar a atividade hemaglutinante;

Determinar a concentragdo inibitéria minima;

Avaliar o efeito modulador da PPL no antibiético gentamicina frente as cepas
bacterianas multirresistentes;

Avaliar o efeito da PPL na eclodibilidade de ovos, desembainhamento e

desenvolvimento de H. contortus.
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Capitulo IT

Este capitulo apresenta o artigo “Parkia platycephala lectin enhances the antibiotic
activity against multi-resistant bacterial strains and inhibits the development
of Haemonchus contortus’, escrito de acordo com as normas do peridédico Microbial
Pathogenesis no qual foi publicado.
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Abstract

Lectins have been studied in the past few years as an alternative to inhibit the
development of pathogenic bacteria and gastrointestinal nematodes of small ruminants.
The development of new antibacterial and anthelmintic compounds is necessary owing
to the increase in drug resistance among important pathogens. Therefore, this study
aimed to evaluate the capacity of a glucose/mannose-binding lectin from Parkia
platycephala seeds (PPL) to inhibit the development of Haemonchus contortus and to
modulate antibiotic activity against multi-resistant bacterial strains, thereby confirming
its efficacy when used in combination with gentamicin. PPL at the concentration of
1.2 mg/mL did not show inhibitory activity on H. contortus in the egg hatch test or the
exsheathment assay. However, it did show significant inhibition of H. contortus larval
development with an ICsy of 0.31 mg/mL. The minimum inhibitory concentration (MIC)
obtained for PPL against all tested bacterial strains was not clinically relevant
(MIC > 1024 pg/mL). However, when PPL was combined with gentamicin, a significant
increase in antibiotic activity was observed against S. aureus and E.coli multi-resistant
strains. The inhibition of hemagglutinating activity by gentamicin (MIC =50 mM)
revealed that it may be interacting with the carbohydrate-binding site of PPL. It is this
interaction between the antibiotic and lectin carbohydrate-binding site that may be
responsible for the enhanced activity of gentamicin against multi-resistant strains. It can
be concluded that PPL showed selective anthelmintic effect, inhibiting the development
of H. contortus larvae and that it increased the effect of the antibiotic gentamicin against
multi-resistant bacterial strains, thus constituting a potential therapeutic resource against
resistant bacterial strains and H. contortus.

Keywords: Antimicrobial; Anthelmintic; Gentamicin; Lectin; Agglutinin
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1. Introduction
Plant lectins, have been studied in the past few years as an alternative to inhibit
the development of pathogenic bacteria and gastrointestinal nematodes [1,2].

Haemonchus contortus infection is one of the most important health problems
that affects small ruminant productivity worldwide, especially in the tropics and sub-
tropics. The parasite has a simple, direct life-cycle that has both a free-living phase (on
pasture) and parasitic phase (in the host animal). The larvae can develop into egg-laying
adults within the host animal in as little as 2—3 weeks [3].

Infection caused by resistant bacteria is also a serious problem, lead to up to
two-fold higher rates of adverse outcomes compared with similar infections caused by
susceptible strains. These adverse outcomes may be clinical or economic and reflect
primarily the failure or delay of antibiotic treatment [4].

The development of new antibacterial and anthelmintic substances is necessary
owing to the increase in drug resistance among important pathogens [5,6]. The ability of
bacteria and nematodes to select for antibacterial resistance has raised concerns among
scientists and clinicians. This resistance is mainly characterized by the adaptation of the
microorganisms to conventionally used antimicrobials and anthelmintics [7,8]. Such
resistance also results from the over-use use such drugs and the weakening of programs
which aim to control infections [9,10].

Infections caused by these pathogens raise the incidence of morbidity and
mortality, as well as hospitalization time and treatment costs [11,12]. This problem is
further complicated by the fact that the development of new drugs does not match the
rate at which resistance mechanisms evolve. This fact is indicative to the huge problem
to the drug resistance, being necessary new alternative to combat these microrganisms
[13,14].

Plant lectins are defined as proteins that possess at least one noncatalytic domain
that binds reversibly to a specific mono- or oligosaccharide [15]. These proteins are also
known to play important roles in the immune system by recognizing carbohydrates
found exclusively in pathogens or are otherwise inaccessible in host cells [16]. In
addition, plant lectins can act as mediators of a wide range of biological events that
involve the crucial step of protein-carbohydrate recognition, such as cell
communication, host defense, fertilization, cell development, parasitic infection, tumor
metastasis and inflammation [17].

Parkia platycephala lectin (PPL) 1s a glucose/mannose-binding protein
composed of three PB-prism domains organized in tandem, each one possessing a
different carbohydrate recognition domain (CRD) [18]. This lectin is classified as a
Jacalin-related lectin (JRL), a subgroup of proteins often associated with biotic and
abiotic stimuli and with plant defense mechanisms against phytopathogens [19].
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This study aimed to evaluate the capacity of a glucose/mannose-binding lectin
from P. platycephala seeds (PPL) to inhibit the development of H. contortus nematode
and to modulate antibiotic activity against multi-resistant bacterial strains, confirming
its efficacy when used in combination with gentamicin.

2. Material and methods

2.1. Purification of Parkia platycephala seed lectin

P. platycephala seeds were collected from plants located at Chapadinha,
Maranhao, Brazil. The seeds from P. platycephala were ground to a fine powder in a
coffee mill, and the soluble proteins were extracted at 25 °C by continuous stirring with
50mL of 0.15M NaCl and 5g of P. platycephala powder for 4h, followed by
centrifugation at 10,000xg at 4 °C for 20 min. Protein purification was carried out by
the affinity chromatography protocol, as previously described by Cavada et al. [20],
using a Sephadex®-G75 column (Sigma, St. Louis, MO) (2 % 10 cm). This fraction (P.
platycephala lectin - PPL) was freeze-dried and purity-tested by SDS-PAGE [21].

2.2. Hemagglutination activity and inhibition assays

Hemagglutination assays were carried out as described by Moreira and Perrone
[22] using serial dilutions with rabbit erythrocytes, either native or treated with
proteolytic enzymes (trypsin or papain - Sigma, St. Louis, MO). Results were expressed
in hemagglutinating units (HU), with one HU being defined as the smallest amount
(mg) of protein per mL capable of inducing visible agglutination. Lectin carbohydrate-
binding specificity was defined as the smallest sugar concentration capable of fully
inhibiting agglutination. Two-fold serial dilutions (initial concentration: 100 mM) of d-
glucose, d-galactose, d-mannose, B-lactose and gentamicin were prepared in distilled
water. Lectin (4 HU) was added to each dilution. All carbohydrates and gentamicin
were obtained from Sigma, St. Louis, MO.

2.3. Assess anthelmintic activity

2.3.1. Obtaining nematodes

A strain of H. contortus originally obtained from goat's abomasum naturally
infected of Chapadinha city, Maranhdo, Brazil was maintained in sheep which were fed
with hay, 2% live weight of balanced supplement (20% of crude protein), and water ad
libitum. Previously, in vitro tests had demonstrated resistance of this strain population to
benzimidazole compounds. This experiment was approved by the Ethics Committee on
Animal  Experimentation of UFMA, Brazil under protocol number
23,115.005443/2017-51.

Fresh feces from sheep artificially infected with H. contortus were macerated,
washed with warm distilled water (37 °C) and passed through 1 mm, 105 pm, 55 pm and
25 um graduated screens (Bertel, Sao Paulo, Brazil). The eggs were suspended in
saturated saline, washed three times to eliminate the remaining salt and were re-
suspended in distilled water [23].
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To obtain H. contortus L3 larvae, feces from artificially infected lambs were
macerated, placed in glass beakers and incubated at 27 °C for 15 days. The beakers were
filled with warm water, the contents poured into a Petri dish, the L3 larvae allowed to
migrate, and storage set at 6 °C [24,25].

2.3.2. Egg hatch test

PPL was diluted in PBS (pH 7.2) with six serial dilutions at 50% and 1.2 mg/mL
as the initial concentration (0.0375-1.2 mg/mL). Approximately 100 eggs/well were
placed in 96-well plates, and 100 uL. of each treatment (PBS and the PPL in the
different concentration) was added (four replicates were performed to each
concentration) and incubated for 48 h (27 °C, relative humidity > 80%). For the negative
control, eggs were incubated with the same buffer (PBS pH 7.2) used to dissolve PPL.
Only assays with eggs hatched higher than 90% in the negative control were used. Eggs
and larvae were counted in an inverted microscope [26].

2.3.3. Larval exsheathment test

PPL was diluted in PBS (pH 7.2) with six serial dilutions at 50% and 1.2 mg/mL
as the initial concentration (0.0375-1.2 mg/mL), followed by the addition of live H.
contortus L3 previously selected using Baermann apparatus and incubation at 21 °C for
3 h. After incubation, the larvae were washed and centrifuged (1,014%g) three times
with PBS. Approximately 1000 larvae/tube were subjected to the artificial exsheathment
process by contact with sodium hypochlorite (2.0%, w/v). The percentages of larval
exsheathment process were monitored at 0-, 20-, 40- and 60-min intervals by
observation under an inverted microscope Axio Vert (Zeiss, Oberkochen, Germany).
Tests were performed with four replicates. The same buffer (PBS pH 7.2) used to
dissolve PPL was also used for the negative control [27].

2.3.4. Larval development test

H. contortus eggs were obtained, as previously described in section 2.3.1. One
hundred eggs/well (100 pL) were added to a 96-well plate and incubated at 27 °C for
24h to obtain first-stage larvae (L1). Forty uL of solution containing Escherichia
coli (autoclaved E. coli) 0.11 mg/mL, NaCl 2.24 mg/mL, yeast extract 2.8 mg/mL,
amphotericin B (Sigma, St. Louis, MO) 0.018 mg/mL and 2.8% of Earle's solution
(Sigma, St. Louis, MO) were added in all wells. PPL was diluted in PBS (pH 7.2) with
six serial dilutions at 50% and 0.5 mg/mL as the initial concentration (0.0156—
0.5 mg/mL). Four replicates to each concentration were performed. The plates were
incubated at 27 °C for six days and then the proportions of unhatched eggs and L1, L2
and L3 in each well were counted under an inverted microscope [28]. The results
expressed were the percentage of L1 and L2 to the total number of larvae counted.
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2.4. Microbial assays

2.4.1. Drugs and reagents
PPL and gentamicin were dissolved to a concentration of 1024 pg/mL in sterile
distilled water.

2.5. Bacterial strains
Multi-resistant Staphylococcus aureus 10, Escherichia coli 06
and Pseudomonas aeruginosa 15 strains were used in the assays.

The Microbiology and Molecular Biology Laboratory of the Regional University
of Cariri (URCA) provided the strains with resistance profiles identified in Table 1.
These were maintained in blood agar base (Difco Laboratories, Detroit, MI) and
cultured at 37 °C for 24 h in Heart Infusion Agar (HIA, Difco Laboratories).

Table 1. Bacterial source and antibiotic resistance profile.

Strains Source Resistance profile*

E. coli 06 Urine culture Cft, Cef, Ca, Cro.

Ca, Cef, Cf, Oxa, Pen, Amp, Amox, Mox,

S. aureus 10 Rectal Swab Cip, Lev, Asb, Amc, Cla, Azi, Clin.

P. aeruginosa 15 Catheter tip Cpm, Ctz, Imi, Cip, Ptz, Lev, Mer

Amp-Ampicillin; Asb—Ampicillin + Sulbactam; Amox-Amoxicillin; Amc-
Amoxicillin+Ac. clavulanic; Azi-Azithromycin; Ca- Cefadroxil; Cf-Cephalotin; Cef-
Cephalexin; Cla-Clarithromycin; Cro- Ceftriaxone; Cip-Ciprofloxacin; Clin-
Clindamycin; Imi - imipenem; Lev-levofloxacin; Mer-Meropenem; Mox-Moxifloxacin;
Oxa-oxacillin, Pen —Penicillin; Ptz - Piperacilina + Tazobactam

2.5.1. Preparation and standardization of the inoculum

After cultivation and growth of the microorganisms for the required period, the
inoculum was prepared according to CLSI [29]. The bacteria were placed in test tubes
containing 5 mL of sterile saline (0.9% NaCl). The suspension was then shaken by
vortex, and its turbidity was compared and adjusted based on the McFarland scale,
which corresponds to 10° CFU/mL.

2.6. Minimum inhibitory concentration test

For Minimum Inhibitory Concentration (MIC) assays, 100 pL of the inoculum
was diluted in 10% BHI (Brain Heart Infusion) to give a concentration of 10° CFU/mL.
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A volume of 100 uL. of BHI and inoculum was added to each well of a 96-well plate,
followed by 100 uL of serial dilutions of PPL, varying in concentrations from
1024 pg/mL to 1.0 uL/mL. The plates were submitted to incubation for 24 h at 37 °C.
To determine the bacterial MIC, 20 uL of resazurin (Sigma, St. Louis, MO) were added
to each well, and after 1h, the color change of the wells from blue to red signaled
microbial growth, whereas permanent blue indicated the absence of growth in
accordance with CLSI [29].

2.6.1. Antibiotic and modulatory activities

The antibiotic and modulatory activities of PPL were evaluated according to
Coutinho et al., [30]. The tests were performed in triplicate. 100 uL of the inoculum
were diluted in 10% BHI to give a concentration of 10° CFU/mL of each multi-resistant
strain and PPL with volume corresponding to a subinhibitory concentration
(MIC/8 =128 pg/mL). Controls were prepared with only 1,350 uL. of BHI (10%) and
150 uL of bacterial suspension. The microdilution was performed with 100 uL of each
antibiotic up to the penultimate well, and the final volumes were discarded. The plates
were then incubated at 37 °C for 24 h and read through the addition of resazurin.

2.7. Statistical analysis

Data analysis was performed using the statistical program GraphPad Prism 5.0
(GraphPad Inc., San Diego, CA, USA). The MIC values of the PPL and antibiotcs were
obtained in triplicate. The results were compared with the control and analyzed with
two-way ANOVA, after be transformed to obtain a normal distribution using the
geometric mean of the triplicates and the standard deviation of the mean as the central
data. Subsequently, a Bonferroni post hoc test was performed where p<0.05 and
p <0.0001 were considered significant. Also performed in triplicate, raw data of the egg
hatch test, larval exsheathment test and larval development test were initially
transformed to Log(X), normalized, and then nonlinear regression was calculated to get
the IC50 (50% inhibition concentration).

2.8. Structural analysis

Three-dimensional structure of PPL monomer (PDB code 1ZGS) [19] was used
to represent the B-prism domains and carbohydrate-binding sites from the lectin. All
figures were performed with the PyMOL program [31].

3. Results and discussion

3.1. Purification and inhibition assays

The chromatogram showed two peaks, the first (PI) corresponding to unbound
protein fraction and the second (PII) corresponding to the retained protein fraction (Fig.
1A). In SDS-PAGE, PII showed a single band with a relative mass of 50 kDa which
corresponds to molecular weight of the PPL (Fig. 1B).
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Fig. 1. PPL purification. (A) Elution profile of PPL in Sephadex G-75 chromatography.
(B) SDS-PAGE profile, (MW) Molecular mass markers: bovine serum albumin,
66 kDa; glutamic dehydrogenase, 55kDa; ovalbumin, 45kDa; glyceraldehyde-3-
phosphate dehydrogenase, 36 kDa; carbonic anhydrase, 29 kDa; trypsinogen, 24 kDa;
trypsin inhibitor, 20 kDa and a-lactalbumin 14.2 kDa.

The inhibition of hemagglutinating activity showed that PPL has an affinity for
gentamicin, glucose and mannose with minimum inhibitory concentrations of 50, 25
and 12.5mM, respectively, and that no affinity was presented for the other
carbohydrates tested, as described in Table 2. Hemagglutination assay is a simple
method to obtain semi-quantitative data on the sugar binding and specificity of a lectin
[32]. Santos et al., [1], also demonstrated that Vatairea macrocarpa lectin showed
interaction with gentamicin in the hemagglutinating inhibition assay. In addition, the
interaction of gentamicin in the carbohydrate recognition domain (CRD) was proposed
by molecular docking, thus suggesting the use of plant lectins as potential adjuvant
molecules in the action of this antibiotic.

Table 2. Inhibitory effect of monosaccharides and gentamycin on PPL
hemagglutinating activity.

Substances MIC (mM)*
D-Glucose 25
D-Mannose 12.5
Gentamycin 50
D-Galactose NI
B-Lactose NI

aMIC, minimum inhibitory concentration;

bNI, substance not inhibitory until a concentration of 100 mM.
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3.2. Anthelmintic activity of PPL

PPL at the concentration of 1.2 mg/mL did not inhibit H. contortus egg hatch or
larval exsheathment. However, it did show significant inhibition of H. contortus larval
development with an ICsy of 0.31 mg/mL (Fig. 2).

PPL

1Csy = 0.31; 95% CL = 0.257; R2— 0.88 100

Larval development (%)

-1.5 -1.0 -0.5 0.0 0.5
Log (mg/mL)

Fig. 2. Inhibitory effect of PPL on the development of Haemonchus contortus. The
graph shows the inhibition of developing H. contortus larvae at different concentrations
of PPL. L1 and L3 stages were quantified relative to the respective untreated control.
Bars represent the means of three independent experiments. Error bars indicate the
standard deviations. Half inhibition concentration (ICsp) in mg/mL, confidence limits
(CL) and coefficient of determination (Rz) were added at the top of the graph.

Diverse classes of proteins have been targeted in inhibition studies of H.
contortus development, including chitinases, protease inhibitors and lectins [2,33].

Lectins of different species of plants and fungi present an inhibitory effect on the
larval development of H. contortus [34,35]. Inhibition of the development of these
nematodes is related to the carbohydrate-binding site that these proteins possess. Batista
et al., [2], also demonstrated the ability of a mannose-binding lectin of Canavalia
brasiliensis (ConBr) seeds to inhibit the larval development of H. contortus. The
authors postulated that the action of ConBr may be related to the ability of lectins to
interact with residues of mannose present in core the glycans of H. contortus.

The ability of PPL to recognize and interact with mannose and glucose present
in glycans could be the reason why PPL showed the only effect on the inhibition of
larval development. Schallig et al. [36] evaluated the interaction of different plant
lectins with carbohydrates of H. contortus and observed that lectins that recognize and
interact with mannose, glucose or N-acetyl-d-glucosamine are the most effective in
extracts of infective larvae and adults of H. contortus. In addition, Palmer and
McCombe [37] demonstrated that Glc/Man-binding lectin  of Canavalia
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ensiformis (ConA) showed low interaction with H. contortus eggs. On the other hand,
the galactose-binding lectin of peanut (PNA) showed strong interaction with the
carbohydrates of the eggs. Suggesting that modifications in glycosylation pattern in the
different phases of H. contortus may be related to the effect of PPL and other lectins in
this nematode.

PPL is a mannose-binding lectin present in P. platycephala [20]. This lectin is
formed by a monomer composed of three B-prism-I domains (Fig. 3). Although the
topological structure of the three domains is similar, they represent only about 50%
similarity in the primary sequence. Each domain presents different peculiarities in the
interactions with the mannose residues [18]. This ability to interact differently with the
same carbohydrate may enhance the ability of this lectin to interact with different
mannose residues present in the H. contortus glycans and thus contribute also to its
effect on the inhibition of this nematode.
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Fig. 3. Overview of Glc/Man-binding lectin from the seeds of Parkia platycephala -
PPL. Monomeric assembly of PPL and carbohydrate-binding sites are shown in cartoon
representation. Molecular ligands are in stick representation, and carbons from X-man

are colored in green.

3.3. Antibacterial activity and modulation of antibiotic activity by PPL

Antibacterial activity of PPL was performed against multi-resistant S. aureus, E.
coli and P. aeruginosa strains and evaluated by Minimum Inhibitory Concentration
(MIC), which was determined to correspond to the final concentration of >1,024 pg/mL
for all strains. These values are not considered clinically relevant for their direct
antibacterial effect. MIC values greater than 1,000 pg/mL are considered to lack direct
antibacterial activity for clinical practice [38].
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Plant lectins have the ability to recognize and interact with Gram-positive and
Gram-negative bacteria [39,40]. The antibacterial effect of the lectins occurs through
interaction with peptidoglycans, polysaccharides and lipopolysaccharides (LPSs) on the
bacterial cell wall [41]. Cyanobacterial and fungal lectins with affinity for complex
carbohydrates have shown promise in inhibiting the growth of E. coli and resistant
strains of S. aureus and P. aeruginosa [42].

In addition to direct antimicrobial activity, some compounds can alter the
antibacterial activity of antibiotics by inhibiting pump efflux, increasing membrane
permeability to antimicrobials, and, thereby, increasing the efficacy of these drugs
against multi-resistant bacteria [43]. Natural compounds, such as secondary metabolites,
lipids, and proteins that exhibit increased antibiotic activity for specific strains, are
defined as antibiotic modulating agents [1,44,45].

The results of PPL activity are shown in Fig. 4. PPL enhanced the activity of
gentamicin against S. aureus, decreasing the MIC from 64 to 25.4pug/mL.
Proportionally, this value corresponds to a 61.0% reduction in the amount of gentamicin
needed to have the same effect on the strain under study. In the presence of PPL, the
activity of gentamicin decreased the MIC from 32 to 20.2 pg/mL for E. coli. This value
corresponds to a 36.9% reduction in the amount of gentamicin needed to have the same
effect in E. coli. On the other hand, PPL showed no significant effect on the modulation
of gentamicin activity against the P. aeruginosa strain. This difference can be due the
bacterial extracellular polysaccharides, forming an extra barrier against the influx of
drugs on P. aeruginosa [46].
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Fig. 4. Modulatory activity of PPL on the resistance of S. aureus 10, E. coli 06 and P.
aeruginosa 15. Quadruple asterisks indicate statistically significant difference with
p <0.0001; ns, not statistically significant value with p>0.05.

Gentamicin is the most commonly used aminoglycoside antibiotic, and it is
indicated for moderate-to-severe bacterial infections caused by sensitive agents,
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primarily Gram-negative bacteria [47]. The resistance mechanisms of these antibiotics
include (1) structural changes in the bacterial cell wall; (2) removal of the antibiotic
through the efflux pump; (3) mutations in the ribosome and (4) inactivation of the
antibiotic by aminoglycoside-modifying enzymes [48].

Studies have shown that the increased bactericidal activity of aminoglycosides
associated with natural products could be considered an alternative to the combined use
of different classes of antibiotics in a single drug. In addition, this association is a
promising strategy in combating bacterial resistance [[49], [50], [S51]].

Santos et al, [1], demonstrated the modulatory effect of Vatairea
macrocarpa lectin (VML) on the antibiotic activity of gentamicin against multi-
resistant S. aureus strains, corroborating the results obtained in this study. On the other
hand, PPL increased the antibiotic activity of gentamicin against strains of E. coli, but
VML did not present a significant effect against the same strain. This difference may be
related to the carbohydrate specificity of each lectin. For example, PPL interacts with
glycans containing the mannose and/or glucose residues in their structure, while VML
interacts with glycans containing galactose residues [52]. Thus, we propose that lectins
can increase the antibiotic activity of gentamicin by two distinct mechanisms: (1)
interacting with gentamicin in the CRD and thereby facilitating the entry of the
antibiotic into the bacterial cytoplasm or (2) interacting with glycans present in efflux
pumps and consequently blocking, or modifying, their conformational structure.
However, more detailed studies are needed to prove these mechanisms of action.

4. Conclusion

The present study demonstrated that P. platycephala lectin can inhibit the
development of H. contortus L3 and enhance the antibiotic activity of gentamicin
against multi-resistant bacterial strains. Based on these results, PPL shows promise as a
candidate lectin for the control of gastrointestinal parasites and as an adjuvant for the
development of new synergistic therapies with aminoglycoside antibiotics.

Conflicts of interest
The authors declare no conflicts of interest regarding the publication of this
article.

Aknowledgements

This study was partly funded by the Fundacdo de Amparo a Pesquisa e
Desenvolvimento Cientifico do Maranhdo (FAPEMA), Fundacdo Cearense de Apoio ao
Desenvolvimento  Cientifico e  Tecnolégico (FUNCAP), Coordenagdo  de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES) and Conselho Nacional de
Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico (CNPq), referring to the Research
Productivity Grants of Bruno Anderson Matias Rocha, Livio Martins Costa Junior and
Henrique Douglas Melo Coutinho.

58


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401019305303#bib47
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401019305303#bib48
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401019305303#bib49
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401019305303#bib50
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401019305303#bib51
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401019305303#bib1
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0882401019305303#bib52

Appendix A. Supplementary data
The following is the Supplementary data to this article:
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S. Consideracoes Finais

A problematica por trds da resisténcia bacteriana e anti-helmintica afeta
diretamente a producdo animal. Atualmente muitos estudos t€ém demonstrado a agdo
efetiva de proteinas de origem vegetal no controle desses organismos, seja atuando
isoladamente ou modulando a atividade de antibidticos. A acdo moduladora da proteina
tem como fun¢do potencializar o uso do antibidtico, em quantidades menores que o de

costume, sem favorecer a resisténcia.

Nossos achados com testes in vitro demonstraram a acdo efetiva da lectina
PPL, isolada de uma planta nativa (Parkia platycephala) do cerrado e muita usada como
alimento para ruminantes, como moduladora da atividade antibidtica da gentamicina
contras cepas de S. aureus e E. coli e como inibidora das larvas L3 de Haemonchus

contortus.
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