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RESUMO

Proteinas antimicrobianas, entre elas as lectinas, despertam o interesse de
muitos pesquisadores, uma vez que podem ser usadas como agentes
bioldégicos contra infecgdes microbianas. Esse trabalho descreve atividades
antibacteriana e antifungica de uma lectina e de outras preparagdes obtidas do
liquen Cladonia verticillaris, contra microorganismos de importancia médica. A
lectina ClavelL foi purificada através de um protocolo previamente definido. O
liquen foi submetido a extragcdo com tampao fosfato de sddio pH 7,0 (PBS),
seguida de filtragdo e centrifugacdo para obtengdo do extrato bruto (E). Foi
realizado um fracionamento com sulfato de aménio a 30 %. A frac&o protéica
obtida por centrifugacdo (F4) foi submetida a cromatografia de excluséo
molecular utilizando a matriz Sephadex G-100 para a obtencao da lectina pura
e ativa. A atividade antibacteriana foi testada contra Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Klebsiella pneumoniae e Escherichia
coli. ClavelLL apresentou atividade antimicrobiana contra todas as espécies
testadas, com maior acao inibitéria sobre o crescimento de E. coli, contra a
qual revelou menor Concentragdo Minima Inibitéria (7,18 mg/mL), embora a
menor Concentracdo Minima Bactericida (57,4 mg/mL) tenha sido detectada
contra E. faecalis. Nos ensaios antifungicos, foram avaliadas preparagdes de E,
F, e ClavelLL contra os dermatéfitos Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum, Trichosporon cutaneum e
Trichosporon asahi. A atividade antifungica também foi avaliada contra os
fitopatogénicos Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Fusarium lateritium, os
quais sao patogenos oportunistas que podem causar infec¢gbes graves em
humanos. ClavelLL foi mais ativa contra T. rubrum com um percentual de
inibicao de 35 % em relagdo ao controle negativo (PBS). E e F, apresentaram
maior atividade de inibicdo de crescimento contra T. mentagrophytes (35 %) e
F. solani (42,9 %), respectivamente. Os resultados indicam ClavelLL e outras
preparagdes obtidas de C. verticillaris como potenciais agentes antimicrobianos
Uteis para aplicagdes biotecnoldgicas com enfoque na saude humana.

Palavras-chave: lectina; Cladonia verticillaris; acdo antibacteriana; acao

antifungica.



ABSTRACT

Antimicrobial proteins, including lectins, arouse the interest of many
researchers, since they can be used as biological agents against microbial
infections. This work describes the antibacterial and antifungal activities of a
lectin and other preparations obtained from the lichen Cladonia verticillaris
against microorganisms of medical importance. ClavelLlL lectin was purified
using a protocol previously defined. The lichen was submitted to extraction with
sodium phosphate buffer pH 7.0 (PBS), followed by filtration and centrifugation
to obtain crude extract (E). Was made a fractionation with 30 % ammonium
sulfate. The protein fraction obtained by centrifugation (F{) was subjected to
molecular exclusion chromatography using Sephadex G-100 matrix to obtain
pure and active lectin. The antibacterial activity was tested against
Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Enterococcus faecalis, Klebsiella
pneumoniae and Escherichia coli. ClavelLL showed antibacterial activity against
all tested species, with higher inhibitory effect on growth of E. coli, against
which showed a lesser Minimum Inhibitory Concentration (7.18 ug mL'1), while
the lower Minimum Bactericidal Concentration (57.4 pug mL") was detected
against E. faecalis. In the antifungal assays, were evaluated E, F; and ClavelLL
preparations against the dermatophyte fungi Trichophyton mentagrophytes,
Microsporum gypseum, Trichophyton rubrum, Trichosporon cutaneum and
Trichosporon asahi. The antifungal activity was also evaluated against the
pathogens of plant Fusarium solani, Fusarium oxysporum and Fusarium
lateritium, which are opportunistic pathogens that can cause serious infections
in humans. ClaveLL was more active against T. rubrum with an inhibition
percentage of 35 % relation to negative control (PBS). E and F1 showed higher
activity of growth inhibition against T. mentagrophytes (35 %) and F. solani
(42.9 %), respectively. The results indicate ClaveLL and other preparations
obtained from C. verticillaris as potential antimicrobial agents useful for
biotechnological applications with a focus on human health.

Key words: lectin, Cladonia verticillaris, antibacterial action, antifungal action.



1. INTRODUCAO

1.1Lectinas

1.1.1 Historico e conceito

O estudo das lectinas iniciou no final do século 19 quando foram
acumuladas evidéncias da presenga de proteinas que aglutinavam eritrocitos,
as quais foram denominadas hemaglutininas. Em 1888, Peter Hermann
Stillmark avaliando a toxicidade da Ricinus communis (mamona) apresentou
em sua tese de doutorado a mais antiga hemaglutinina descrita, a qual
denominou ricina, extraida das sementes da mamona e sendo bastante toxica
(SHARON; LIS, 2004). No entanto a era moderna da lectinologia surgiu quase
cem anos depois (BIES et al.,, 2004), sendo o termo lectina introduzido em
1954 por Boyd e Shapleigh, devido a capacidade de algumas proteinas se
ligarem a carboidratos aglutinando, de forma seletiva, eritrocitos de um grupo
sanguineo especifico.

As lectinas constituem um grupo heterogéneo de proteinas de origem
nao-imune, contendo dois ou mais sitios de ligagdo para mono ou
oligossacarideos (SADIK; YAN, 2007). O termo “origem n&o-imune” &€ bastante
utiizado quando se refere a lectinas, para distingui-las de anticorpos
anticarboidratos que também aglutinam células; porém, enquanto os anticorpos
possuem estruturas similares, as lectinas diferem entre si na estrurura
tridimensional, peso molecular e composi¢cdo de aminoacidos. S0 expressas
nas células de muitas espécies, estando envolvidas em varios processos
celulares essenciais relacionados as fungbes vitais dos organismos
(NAKAHARA; RAZ, 2008). Sua capacidade de interagir de forma especifica
com carboidratos, reconhecendo glicoconjugados na superficie celular é
responsavel por suas importantes e diversas atividades biolégicas (MORENO
et al., 2008).

Lectinas enddgenas medeiam varios processos, tais como adesao
célula-célula e célula-matriz extra-celular (figura 1), proliferacdo celular e
apoptose. Muitas sdo conhecidas por serem mediadoras da inflamacédo e
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quimioatraentes (KURMYSHKINA et al., 2010), como por exemplo as
selectinas, galectina-3 e galectina-9 (WORMALD; SHARON, 2004). Lectinas
de macrofagos, células dendriticas e células natural killer estédo envolvidas na
protecdo anti-tumoral, anti-microbiana e anti-viral de um organismo
(ARESCHOUG; GORDON ,2008; YOKOYAMA; RILEY, 2008). Lectinas tipo C
tém sido implicadas no reconhecimento de patégeno, endocitose e fagocitose
(KERRIGAN; BROWN, 2009).

Lectina

Glieolipidio Lectina

Glicoproteina &

Asialn-
glicoproteina

Lectina

Taxina Smeba

Figura 1 - InteragGes carboidrato-lectina na superficie das células. Fonte:
SHARON; LIS, 2004.

1.1.2 Deteccéao

As lectinas podem ser detectadas através da atividade hemaglutinante,
na qual interagem por meio de seus sitios de ligagcdo com os carboidratos
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presentes na superficie dos eritrocitos, como ilustrado na figura 1, formando
uma rede de aglutinagdo. Os eritrocitos utilizados para detecgao de lectinas
podem ser tratados enzimaticamente (tripsina, papaina) ou quimicamente
(glutaraldeido ou formaldeido) e podem ser provenientes de sangue humano
ou de outras espécies (COELHO; SILVA, 2000).

Agentes quimicos como taninos, lipidios ou cations divalentes em altas
concentragdes podem promover dispersao dos eritrocitos. Por isso, a garantia
de que o agente aglutinante é a lectina pode ser fornecida pelo ensaio de
inibicdo da atividade hemaglutinante, em que é usada uma solugao contendo
carboidratos especificos. A ocupacao dos sitios de ligagcado da lectina com os
carboidratos livres bloqueia sua interagcdo com os carboidratos dos eritrocitos,
impedindo a formagéo da rede de aglutinacédo (CORREIA et al., 2008).

eritrocito
©
l

carboidrato  lectina

\ 8 & ¢
\ 2 & 4
\ 8 & ¢
L8 5 ¢

Figura 2 - Representacado esquematica da hemaglutinagéo por lectinas.

1.1.3 Purificacao

A primeira etapa na purificagcao lectinica é a extragao utilizando solugao
salina ou tampéao, onde as células que contém as proteinas sao rompidas,
liberando-as na solugdo denominada extrato bruto (LEHNINGER et al., 2006).
A partir desse extrato é realizada a atividade hemaglutinante, que identifica se
ha presenca de lectina na amostra.

O extrato bruto € entdo submetido a um fracionamento, onde as
proteinas sao separadas em diferentes fragdes. Um tipo de fracionamento
bastante utilizado é o salino com sulfato de aménio, onde a solubilidade das
proteinas, por possuirem muitos grupos carregados, € aumentada com a

adicdo de sal (salting in), e comega a decrescer a medida que mais sal é
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adicionado (salting out) por desfazer a camada de solvatagdo ao redor das
mesmas.

A partir das fragbes obtidas, sao realizadas técnicas cromatograficas que
permitem purificar as lectinas de acordo com suas propriedades, tais como
peso molecular (cromatografia de exclusao molecular), carga (cromatografia de
troca ibnica) e a especificidade de ligagcao (cromatografia de afinidade), sendo
que alguns protocolos de purificagdo chegam a utilizar os trés métodos de
cromatografia para obter lectinas puras (WANG et al., 2003).

A cromatografia de exclusdo molecular, técnica utilizada para obter a
lectina do liquen Cladonia verticillaris (SILVA et al., 2009), é também conhecida
como filtragdo em gel, permeagdo em gel, ou cromatografia em peneira
molecular de difusdo restrita, onde as moléculas pequenas se deslocam com
velocidade menor, pois precisam passar através dos poros do gel ou suporte.
As moléculas grandes apresentam uma maior velocidade de deslocamento
dentro da coluna, emergindo mais rapidamente, promovendo a separagao dos
componentes de acordo com o0 peso molecular. Um dos géis mais comumente
usados como matriz de exclusdo molecular é o dextrano (Sephadex),
polissacarideo obtido a partir da fermentacdo da sacarose por acao bacteriana,
que quando tratado com substancias quimicas, produz ligagdes cruzadas nas

suas cadeias.

1.1.4 Ocorréncia das lectinas

Apesar de terem sido encontradas e isoladas inicialmente em plantas
(SHARON; LIS, 2004), atualmente sabe-se que as lectinas estdo amplamente
distribuidas na natureza, estando presentes em organismos procariontes e
eucariontes. Bactérias (ZINGER-YOSOVICH et al., 2011), nematdides
(HARCUS et al., 2009), algas (AMBROSIO et al.,2003), plantas (ALIZADEH et
al., 2011), anfibios (RIERA et al., 2003), esponjas marinhas (KAWSAR et al.,
2011), crustaceos (SONG et al., 2010), cnidarios (IMAMICHI; YOKOYAMA,
2010), fungos (ZHANG et al., 2010) e liquens (SILVA et al., 2009) tém sido

fonte de lectinas.



1.2Aplicacdes biotecnoldgicas das lectinas

As aplicagdes biotecnoldgicas das lectinas sdo muito amplas. Devido as
suas propriedades de ligacdo a carboidratos, as lectinas
tém sido amplamente usadas como ferramentas  moleculares
para o estudo da arquitetura e da dindmica de carboidratos na superficie das
células. Elas tém sido exploradas para tais aplicacbes praticas, como nas
ultimas duas décadas, em que as lectinas de plantas foram utilizadas para
diferenciar tumores malignos e benignos e o grau de glicosilagdo associado a
metastase (LIU et al., 2010). Da mesma forma, varios estudos demonstraram
atividade antitumoral de lectinas sobre uma grande variedade de células
malignas (DE MEJIA et al., 2005). Uma lectina isolada de sementes de
Canavalia grandiflora foi denominada como alvo potencial para novas terapias
analgésicas e antiinflamatdrias, por ter sido capaz de inibir a migragéo
neutrofilica e a hipernocicepgao inflamatéria, sendo a migragdao neutrofilica
responsavel pelos danos teciduais nas doengas inflamatorias (NUNES et al.,
2009).

Algumas lectinas tém sido exploradas na biotecnologia devido a seu
potencial inseticida. Lectinas da casca, do cerne e das folhas da Myracrodruon
urundeuva, popularmente conhecida como “aroeira-do-sertdo”, amplamente
distribuida no Brasil, assim como a lectina do liquen Cladonia verticillaris
(SILVA et al.,, 2009) mostraram grande atividade inseticida contra cupins
Nasutitermes corniger, espécie responsavel por deteriorar madeiras nas
estruturas dos edificios (NAPOLEAO et al., 2011). Algumas dessas lectinas,
além de atividade termiticida, também foram capazes de inibir o
desenvolvimento larval do mosquito Aedes aegypti, responsavel por transmitir a
dengue, doenga que nao possui vacina para seu agente etioldgico e cujo
controle esta associado ao combate ao vetor (SA et al., 2009).

Ja foram encontradas também lectinas com potencial moluscicida, o que
pode representar uma ferramenta biotecnoldgica para a erradicacédo do vetor
da esquistossomose, doenca tropical que afeta milhdes de pessoas e que esta
intimamente associada com caramujos aquaticos da espécie Biomphalaria
glabrata. (SANTOS et al., 2010).



Recentemente, foi estudada a agao de lectinas de plantas contra
nematoides que causam grandes danos aos pinheiros. Essas moléculas foram
ativas em reduzir significativamente a populacdo de nematoides quando
comparadas ao controle. Os genes dessas lectinas, portanto, parecem ser
candidatos promissores para serem usados em engenharia genética na

resisténcia a nematodides em pinheiros (GAOFU et al., 2008).

1.3Lectinas com atividade antimicrobiana

Dentre as proteinas com atividade antimicrobiana estudadas, destaque
tem sido dado para as lectinas, ja que grande parte destas tem apresentado
atividade antibacteriana e antifungica.

Uma lectina isolada do cerne da aroeira-do-sertdo foi ativa em inibir
bactérias gram-positivas e gram-negativas, além de inibir fungos
fitopatogénicos. Essa lectina representa o primeiro peptideo bioativo
encontrado em cerne e pode estar relacionada com a resisténcia dessa
madeira a degradacdo (SA et al., 2009). Outra lectina purificada das sementes
da pitanga, Eugenia uniflora, foi capaz de inibir fortemente o crescimento das
bactérias Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa e Klebsiella sp.
(OLIVERIA et al., 2008). A partir das folhas de Phthirusa pyrifolia, popularmente
conhecida no Brasil como “erva-de-passarinho” foi purificada uma lectina que
mostrou efetiva atividade antimicrobiana contra bactérias (gram-positivas:
Staphylococcus epidermidis, Streptococcus faecalis e Bacillus subtilis, gram-
negativas: Klebsiella pneumoniae) e fungos (Fusarium lateritium e Rhizoctonia
solani) (COSTA et al., 2010).

Lectinas isoladas de outras fontes naturais diferentes das plantas
também tém apresentado atividade antimicrobiana. Por exemplo, a lectina
isolada da esponja marinha Halichondria okadai, exibiu forte atividade
antibacteriana contra bactérias gram-positivas, como o Bacillus megaterium e o
Bacillus subtilis. No entanto, ela ndo inibiu o crescimento de bactérias gram-
negativas, como a Salmonella typhi e a Escherichia coli (KAWSAR et al., 2011).
Outra lectina, purificada da hemolinfa do molusco bivalve Ruditapes
philippinarum, reduziu marcadamente o crescimento da bactéria marinha
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Alteromonas haloplanktis. Esse resultado sugere que a lectina, devido a sua
propriedade bacteriostatica, possa contribuir para os mecanismos de defesa do
hospedeiro contra microrganismos invasores (TAKAHASHI et al.,2008). Até
mesmo lectinas isoladas da pele do anfibio Bufo arenarum, “sapo-da-areia”,
espécie nativa da regidao centro-sul da América do Sul, mostraram forte
atividade bacteriostatica contra bactérias gram-negativas (Escherichia coli e
cepas selvagens de Escherichia coli e Proteus morganii) e gram-positivas
(Enterococcus faecalis) (RIERA et al., 2003).

O isolamento dessas variadas lectinas com atividade antimicrobiana
mostra o enorme potencial das fontes naturais na busca de compostos
alternativos, diante da crescente resisténcia microbiana. Além disso, a
capacidade que as lectinas tém de reagir com carboidratos expostos na
superficie de microrganismos é uma importante ferramenta para a analise de
carboidratos da parede celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas;
lectinas podem ter especificidade para uma ampla variedade de carboidratos
complexos, tais como o acido teicoico, peptideoglicanos e lipopolissacarideos,
levando a identificacdo de bactérias patogénicas com base na reagdo de
aglutinagao seletiva entre lectinas e bactérias. O estudo realizado por Athamna
et al. (2006) constatou que essa interacdo lectina-bactéria € uma otima

ferramenta para a identificagcao rapida de espécies de Mycobacterium.

1.3.1 Mecanismo de acédo das lectinas antimicrobianas

Tem sido proposto que as proteinas com acado antibacteriana, dentre
elas as lectinas, formam um canal na membrana celular e a célula morre
devido a saida do conteudo celular, sendo este mecanismo diferente dos
antibidticos (TALAS-OGRAS et al.,, 2005). Quanto aos fungos, tém sido
proposto que as lectinas, ao se ligarem em suas estruturas, interferem na
germinagcdo dos esporos, provavelmente em um estagio muito inicial do
processo, prorrogando o periodo de laténcia que precede a germinagéo. Além
disso, proteinas ligadoras de quitina (polimero de N-acetilglicosamina,
mostrado na figura 3, que constitui o principal componente da parede celular
dos fungos) afetam o crescimento e desenvolvimento de fungos por interferirem
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na sintese e/ou deposicdo da quitina na parede celular (SELITRENNIKOFF,
2001).

1.4Microrganismos

Os microrganismos s&o0 0s menores seres Vvivos existentes; encontrados
em uma vasta diversidade de ambientes, eles desempenham importantes
papéis na natureza. Caracterizam-se pela sua heterogeneidade, tendo como
unica caracteristica comum o pequeno tamanho. Acredita-se que cerca de
metade da biomassa do planeta seja constituida pelos microrganismos, sendo
encontrados em quase todos os ambientes, tanto na superficie (DRENKARD,
2003) como no mar e subsolo (MOSCATELLI et al., 2005). Podem ser isolados
de ambientes com temperaturas altas (HE et al., 2000) , de regides polares
com temperaturas inferiores a -10°C, de ambientes extremamente acidos
(DOPSON; TAYLOR, 2006) ou basicos e de ambientes extremamente pobres
em nutrientes (EGLI, 2010).

Na natureza, os microrganismos desempenham um importante papel
Nnos processos geoquimicos, tais como o ciclo do carbono e do nitrogénio,
sendo importantes nos processos de decomposigcdo de substratos e sua
reciclagem. Eventualmente, esses microrganismos causam doeng¢as no
homem, em outros animais e em plantas, sendo denominados como
patogénicos. Apesar dos enormes avangos em relacdo ao tratamento de
doencas infecciosas, estas vém se tornando um tema preocupante, em virtude
do crescente surgimento de linhagens bacterianas cada vez mais resistentes

as drogas.
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Figura 3 - Quitina, polimero de N-acetilglicosamina, principal constituinte da
parede celular da maioria dos fungos. Fonte:

http://pt.wikipedia.org/wiki/Ficheiro:Chitin.png

1.4.1 Resisténcia microbiana

Em 1905, Ehrlich e seus colaboradores descobriram o fendmeno da
resisténcia as drogas, ao notarem que em culturas de tripanossomas africanos
tratados com arsénico havia a sobrevivéncia de alguns organismos da mesma
populacdo microbiana. Eles observaram que infecgdes por tripanossomas
tratadas com doses baixas de arsenicais reincidiam, e que um novo tratamento
nao adiantava porque os tripanossomas haviam desenvolvido resisténcia a
qual passava a ser hereditaria (TAVARES, 2000).

Resisténcia microbiana esta relacionada a formacao de cepas nao
sensiveis aos antimicrobianos, capazes de se multiplicar mesmo aumentando-
se a dose terapéutica convencional. Apesar de esse fendmeno ser algumas
vezes decorrente da evolugdo natural dos microrganismos, ganha importancia
pelo uso desmedido e irracional das substancias antimicrobianas nas praticas
médicas, agrarias e veterinarias. Esse problema de saude publica mundial
torna-se um obstaculo para o sucesso dos tratamentos e diminui o numero de
antimicrobianos validos disponiveis (DA SILVA et al., 2010).

Os microrganismos apresentam genes que codificam mecanismos
bioquimicos que impedem a acéo das drogas; tal fenbmeno genético pode ser
originado por mutag¢des durante o processo reprodutivo dos microrganismos ou
através da importacdo de genes causadores desse fendbmeno através dos
mecanismos de transduc¢ao, transformagao e conjugagao (CUNHA, 1998).
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Diante do quadro mundial de resisténcia microbiana, tém-se aumentado
0 numero de pesquisas para a descoberta de novos antimicrobianos a partir de
fontes naturais, principalmente plantas. Elas produzem uma grande variedade
de proteinas de defesa em seus tecidos para lidar contra os ataques de
patdbgenos microbianos. Tais proteinas despertam grande interesse, devido as
atividades biologicas produzidas em resposta ao meio ambiente, e por

apresentarem acg&o antimicrobiana com grande frequéncia (HAIDA et al., 2007).

1.4.2 Bactérias

Bactérias, do grego bakteria, bastdo, s&o organismos procariontes (nao
possuem envoltério nuclear), encontrados na forma isolada ou em coldnias.
Podem ser aerdbias (vivem na presenga de ar), anaerdbias (vivem na auséncia
de ar), ou ainda anaerdbias facultativas. As bactérias constituem um dos
grupos de organismos mais antigos, com evidéncia encontrada em rochas de
3,8 bilhdes de anos (CRAPEZ, 2002).

De acordo com a constituicdo da parede celular, as bactérias podem ser
divididas em gram-positivas e gram-negativas. A parede celular das gram-
positivas apresenta uma camada espessa formada de 40 a 90% do seu peso
de peptideoglicano, também denominado mureina; esse constitui um
heteropolissacarideo formado pelo acido N-acetilmuréamico, N-acetilglicosamina
e alguns aminoacidos (figura 4). Ja a parede celular das gram-negativas é
formada de uma quantidade pequena de peptideoglicano (ndo excedendo a
10% do seu peso seco) e de uma membrana externa constituida por uma dupla
camada lipidica.

Os estafilococos sao bactérias gram-positivas, ndo esporuladas mais
resistentes no meio ambiente, sobrevivendo por meses em amostras clinicas
secas, além de serem resistentes ao calor e a concentracdo aumentada de sal.
O Staphylococcus aureus é um dos mais importantes patégenos para o
homem. Individuos sadios podem albergar essa bactéria na nasofaringe,
ocasionalmente na pele e, a partir destes sitios, 0 S. aureus pode contaminar a
pele e membranas mucosas do paciente, objetos ou outros pacientes por
contato direto ou por aerossol, ocasionando infecgcbes letais por conta dos
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fatores de viruléncia. Caracteriza-se por produzir pustulas, abscessos ou
furinculos, estando associado também a impetigo, feridas infeccionadas,
artrite, meningite, endocardite etc. Em 1945 ja haviam estafilococos resistentes
as penicilinas com indices de resisténcia de 12 a 22% (MOREIRA et al., 1995).
Ja foram descritos no Brasil casos de infecgdes causadas por Staphylococcus
aureus parcialmente resistentes aos antibiéticos mais potentes, como a
Vancomicina (ALAMO et al., 1999).

Os enterococos também sdo bactérias gram-positivas, encontradas
normalmente no intestino humano; entre outras infeccbes, pode causar
endorcardite e infecgdo urinaria. Apresentam importancia crescente como
causadores de infecgdo hospitalar, pelo aparecimento de resisténcia quase
total aos antibidticos tradicionalmente utilizados para tratamento destas
infecgdes. Os mais comumente isolados sdo: Enterococcus faecalis (90% dos
casos) e Enterococcus faecium, com grande capacidade de colonizagdo de
pacientes e de contaminacdo de superficies ou equipamentos utilizados em
hospitais (HUYCKE et al., 1998).

A maior e mais heterogénea familia de bactérias gram-negativas de
importancia médica é a das enterobactérias, que caracterizam-se por se
apresentarem como bacilos gram-negativos. Sdo responsaveis por cerca de
70% das infecgdes urinarias e 50% das septicemias. Nas infeccbes
hospitalares, as enterobactérias que atualmente predominam s&o: Escherichia
coli, Klebsiella spp. e Enterobacter spp. A Klebsiella pneumoniae, como o
préprio nome sugere, € uma cepa de Klebsiella que causa pneumonia em
seres humanos; ela também pode causar infecgdo urinaria e infecgdes
abdominais. Essa bactéria geralmente afeta pessoas com sistema imunolégico
baixo, como pacientes de hospitais, diabéticos e pessoas com doenca
pulmonar crénica, sendo descritas situagdes em que sua presenga se tornou
endémica (DIPERSIO et al., 2005).

Desde a década de 80, quando houve surtos em unidades neonatais de
terapia intensiva, tém-se aumentado a preocupacdo com as cepas de
Klebsiella pneumoniae resistentes (BOSZCZOWSKI et al, 2005).
Recentemente, as enterobactérias alarmaram a populacédo brasileira com a
producdo da enzima Klebsiella pneumoniae carbapenemase (KPC), que
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confere  resisténcia aos  antimicrobianos  carbapenémicos; esses
antimicrobianos compreendem uma classe ja utilizada no tratamento de
infecgbes envolvendo Enterobacteriaceae multirresistentes (DIENSTMANN et
al., 2010).

A Escherichia coli faz parte da microbiota normal do intestino, sendo a
causa de algumas doencgas quando se dissemina para outros 6rgaos, como por
exemplo, promovendo infec¢des do trato urinario.

O Bacillus subtilis é uma espécie de bactéria gram-positiva habitante
natural do solo; produz antibidticos, enzimas e fito-hormbénios que

proporcionam beneficios para as plantas (ARAUJO, 2008).
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Figura 4 - llustracédo esquematica da parede celular das bactérias gram-
positivas (A) e gram-negativas (B), e estrutura do peptideoglicano (C). Retirado

de http://www.ehu.es/biomoleculas/hc/sugar35b.htm

1.4.3 Fungos

Fungos sdo seres dispersos no meio ambiente, em vegetais, ar
atmosférico, solo e agua. Os fungos de interesse médico, agentes de micoses,
sdo de dois tipos morfolégicos: leveduras, que sao unicelulares, e bolores ou

fungos filamentosos, que sdao multicelulares; esses ultimos normalmente nao
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fazem parte da microbiota animal e, portanto, 0 homem nao é um reservatério
importante para esse grupo.

Espécies do género Fusarium sao sabidamente fitopatdgenas, sendo
encontradas como saprobios do solo. Apesar disso, em humanos algumas
espécies podem causar um amplo espectro de doencas, desde infecgdes
superficiais até doencas angioinvasivas. As formas graves ocorrem em
pacientes imunocomprometidos, especialmente em transplantados de medula;
as espeécies mais envolvidas em infec¢cbes humanas sado Fusarium solani,
Fusarium oxysporum e F. moniliforme que, usualmente, apresentam como
modo de infeccdo a via aérea ou por continuidade da pele, iniciada por
onicomicose ou outra forma de infecgdo cutanea. Clinicamente, pode ocorrer
pneumonia, sinusite, artrite, osteomielite e endoftalmite (TELLES, 2004). Ja foi
relatado caso em que a espécie Fusarium lateritium foi 0 agente causador de
fungemia em pacientes HIV positivos (CAMBUIM et al., 2007).

Os dermatofitos sao fungos que tém a capacidade de invadir tecidos
queratinizados de humanos e outros animais, causando infecgdes
denominadas dermatofitoses. As dermatofitoses sdo micoses superficiais
ocorrentes em pélos, unhas e pele, e cujos agentes etioldégicos pertencem aos
géneros Trichophyton (Trichopyton mentagrophytes e Trichophyton rubrum),
Microsporum (Microsporum gypseum) e Epidermophyton. Estes sdo fungos
filamentosos e constituem um dos grupos causadores de infecgdes fungicas
mais frequentes na pratica dermatoldgica.

O género Trichosporon esta dentro do grupo de fungos ditos
emergentes; sdo fungos leveduriformes de grande importancia médica, que
tem contribuido para o aumento da mortalidade de individuos imunodeprimidos.
Apesar da espécie Trichosporon cutaneum estar mais relacionada com lesdes
cutaneas, espécies como a Trichosporon asahi sdao mais frequentemente

envolvidas com infec¢des invasivas (GIRMENIA et al., 2005).

1.5Liquens

Liquen é uma associagdo simbiodtica e mutualista, estavel e auto-

sustentavel, de um fungo (micobionte) e uma ou mais algas e/ou cianobactérias
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(fotobiontes) (KIRK et al., 2008). Sao capazes de fixar alimentos do ar
atmosférico e absorver sais minerais de substratos, para sua alimentagdo. Em
geral, cada membro de uma associacdo mutualista € especializado para
executar uma funcdo complementar ao outro.

Os liquens tém papéis de importancia ecoldégica e econdmica. Alguns
tém papel na formacado e na prevengao da degradagao do solo, bem como
contribuem para sua qualidade. Segundo Raven et al. (2001), um importante
fator ecoldgico atribuido a alguns liquens é a fixacdo de nitrogénio no solo.
Outros sao consumidos por macroinvertebrados tais como caracdéis, lesmas e
insetos. Em alguns paises, determinados géneros tém sido usados até mesmo
para fazer um tipo de farinha para pé&es. Liquens também tém uma longa
histéria de uso de suas propriedades medicinais e em tinturaria (BATTS et al.,
2004).

As espécies liquénicas sao bioindicadoras de ambientes e da qualidade
do ar, indicando desde a umidade do ar até a acidez do substrato rochoso e
pH, além de demonstrarem alta sensibilidade a inumeros tipos de poluentes,
tais como SO, fluoretos, ozodnio, éxidos nitrogenados e nitrato de peroxiacetil
(PAN). Podem ainda ser usados para calcular o efeito bioldégico de poluentes,

identificando mudangas na comunidade (LOPPI et al., 1998).

1.5.1 Liquen Cladonia verticillaris

A espécie Cladonia verticillaris (figura 5) é classificada dentro do Reino
Fungi, Divisdo Eumycota, Subdivisdo Ascomycotina, Ordem Lecanorales,
Familia Cladoniaceae, Género Cladonia. E considerada como endémica da
costa leste do Brasil, encontrada do Rio Grande do Sul a Paraiba (AHTI et al.,
1993), sendo comum também encontra-la em areas de cerrado-tabuleiros
arenosos do interior nordestino.

C. verticillaris tem sido utilizada como uma espécie biomonitora para
deteccdo de poluentes atmosféricos em Belo Jardim-PE (MOTA FILHO et al.,
2007), na regiao metropolitana do Recife ( SILVA, 2002) e em Vertente do
Lério, no interior de Pernambuco (CUNHA, 2005) respondendo as agressdes
do ambiente. E um liquen extremamente sensivel a variagdo microclimatica,
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que resulta na producao de diferentes concentragcdes de pigmentos e fendis,
em resposta a uma maior ou menor exposicao ao sol (LEGAZ et al., 1986).
Quando submetida a pouca umidade a espécie apresenta cor branco-

acinzentada, e amarronzado quando exposta diretamente a luz solar.

k A : 4 L ‘

Figura 5 - Cladonia verticillaris. Fonte: http://www.canalciencia.ibict.br

Os liquens produzem metabdlitos secundarios caracteristicos que
apresentam varias atividades bioldgicas. No caso da espécie C. verticillaris, os
principais sdo: acidos fumarprotocetrarico (FUM), protocetrarico (PRO) e
atranorina (ATR) (MARCELLI, 2006). O FUM extraido dessa espécie possui
agdes antiinflamatéria, antinociceptiva e antipirética (SANTOS, 2003), bem
como acao antitumoral (SANTOS et al.,, 1997) e efeito alelopatico (YANO-
MELO et al., 1999).

A acdo antimicrobiana dos metabdlitos liquénicos tem sido estudada
desde 1944 por Burkholder e colaboradores, e desde entdo varias substancias
foram identificadas como agentes antibiéticos. As substancias ativas sdo em
geral depsideos, depsidonas e acidos usnicos, dentre outras classes de
compostos (MULLER, 2001).

Lectinas de liquens nao sao frequentemente purificadas, e poucas
aplicagbes biologicas e biotecnolégicas tém sido descritas para essas
moléculas, quando de origem liquénica. Alguns autores como Elifio et al. (2000)
tém sugerido que a possivel fungédo fisiolégica de tais moléculas nesses

organismos seja o estabelecimento da simbiose.
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2. JUSTIFICATIVA

Os componentes dos extratos liquénicos apresentam inumeras
atividades bioldgicas. Alguns testes com liquens comprovaram a ocorréncia
frequente de metabdlitos com propriedades antibidtica, antimicobacteriana,
antiviral, antitumoral, analgésica e antipirética (MULLER, 2001).

Apesar de um dos metabdlitos extraidos da espécie Cladonia verticillaris,
o acido fumarprotocetrarico, ter apresentado atividade antitumoral,
antimicrobiana e propriedade alelopatica (YANO-Melo et al., 1999), apenas um
trabalho descreveu uma importancia biologica, atividade termiticida, da lectina
extraida dessa espécie (SILVA et al., 2009).

A obtengdo de uma lectina do liquen C. verticillaris (ClaveLL) por um
protocolo relativamente econdmico e simplificado, rendendo quantidades
razoaveis da lectina, associada a atividade antimicrobiana que algumas
lectinas de plantas tém apresentado (COSTA et al.,, 2010; OLIVEIRA et al.,
2008; YAN et al.,, 2005) despertou o interesse em verificar, através desse
trabalho, a atividade antimicrobiana de ClavelLL contra fungos e bactérias de
importancia médica.

Diante da realidade, em que se observa um aumento na taxa de
resisténcia dos microrganismos, principalmente aqueles oportunistas que
afetam geralmente os pacientes hospitalizados e imunossuprimidos (chegando
a provocar sua morte), ttm aumentado a cada dia a busca por novas moléculas
alternativas com atividade terapéutica. Os produtos naturais surgem como
fonte dessas novas moléculas, com grande potencial antimicrobiano (SILVA;
RANGEL, 2010).

3. OBJETIVOS

3.10bjetivo geral

Avaliar o potencial de uma lectina purificada do liquen Cladonia
verticillaris (ClaveLL) como agente antimicrobiano, frente a bactérias e fungos

de importancia médica.
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3.20bjetivos especificos

- Purificar a lectina ClavelLL através de métodos de extracdo, precipitacido
protéica e cromatografia;

- Quantificar a presenca protéica nas preparagdes obtidas do liquen;

- Determinar a presenca lectinica nas preparagdes, através de ensaios de AH,;

- Determinar se ha atividade antimicrobiana da lectina frente a bactérias gram-
positivas e gram-negativas de importancia médica, bem como a concentragao
minima inibitoria;

- Avaliar a possivel atividade antifungica das preparagdes obtidas do liquen C.

verticillaris contra diferentes espécies de importancia meédica.
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4. ARTIGO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO Biologicals

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Cladonia verticillaris LICHEN
PREPARATIONS ON BACTERIA AND FUNGI OF MEDICAL IMPORTANCE
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ABSTRACT

Cladonia verticillaris lichen lectin (ClavelLL) was purified using a protocol previously
defined to be evaluated for its potential antimicrobial activity. Initially, the lichen was
submitted to extraction with sodium phosphate buffer pH 7.0, followed by filtration and
centrifugation to obtain crude extract. Was conducted a salt fractionation with 30%
ammonium sulfate. The protein fraction obtained by centrifugation was subjected to
molecular exclusion chromatography using Sephadex G-100 matrix to obtain pure and
active lectin. ClavelLL showed antibacterial activity against all tested species, with
greater inhibitory effect on growth of Escherichia coli, against which showed a lesser
Minimum Inhibitory Concentration (7.18 ug mL™"), while the lower Minimum Bactericidal
Concentration (57.4 ug mL") was detected against Enterococcus faecalis. In the
antifungal assay, was evaluated crude extract, fraction and ClavelLL preparations.
ClavelLL was most active against Trichophyton rubrum with an inhibition percentage of
35% compared to negative control (phosphate buffer). Extract and fraction showed
better activity on growth inhibition of Trichophyton mentagrophytes (35%) and
Fusarium solani (42.9%). The results indicate the potential of ClaveLL and other
preparations obtained from C. verticillaris as antibacterial agents useful for

biotechnological applications with a focus on human health.

Key words: lichen lectin, Cladonia verticillaris, antimicrobial activity.
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1. Introduction

Despite enormous advances regarding the treatment of infectious diseases,
they are becoming an issue of concern, due to the growing emergence of bacterial
strains increasingly resistant to drugs and opportunistic fungi that cause serious

infections in humans.

Microbial resistance is a genetic phenomenon, in which the microorganisms
have genes that encode the biochemical mechanisms that prevent drugs action. May
be caused by mutations in the reproductive process of the microorganisms or by
importing genes that cause this phenomenon through transduction, conjugation and

transformation mechanisms (Cunha., 1998).

Although this phenomenon, is sometimes due to the natural evolution of
microorganisms, gains importance by the excessive and irrational use of antimicrobial
substances in medical, agricultural and veterinary practices.
Given this global picture of microbial resistance, have increased the number of

searches for new antibiotics from natural sources.

Lichens are symbiotic associations and mutual societies, stable and sustainable
from a fungus (fungal partners) and one or more algae and / or cyanobacteria (algal)
(Kirk et al., 2008). Produce characteristic secondary metabolites that exhibit various

biological activities.

The species Cladonia verticillaris is regarded as endemic to the eastern coast of
Brazil, found in Rio Grande do Sul to Paraiba. (Ahti et al., 1993) and is also common to
find in the cerrado, sandy tablelands of the interior Northeast. Produces secondary
metabolites such as fumarprotocetraric and protocetraric acids and atranorin. The
fumarprotocetraric acid extracted from this species has inflammatory, antinociceptive
and antipyretic actions (Santos, 2003) as well as antitumoral (Santos et al., 1997) and
allelopathic effects (Yano-Melo et al., 1999). A C. verticillaris lichen lectin, called
ClavelLL, free of secondary metabolites, was purified through a simple and pre-
established protocol and presented insecticidal activity on Nasutitermes corniger (Silva
et al., 2009).

The antimicrobial activity of lichen-like metabolites have been studied since

1944, when Burkholder and coworkers began the investigations; since then several
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substances were identified as antibiotic agents. Nevertheless few papers describe the

biological activities of lectins purified from lichens.

Lectins are a heterogeneous group of proteins from no immune origin,
containing two or more binding sites for mono or oligosaccharides (Yan and Sadik,
2007). Lectins isolated from different natural sources have shown activity against
bacteria and fungi (Sa et al., 2009; Oliveira et al., 2008; Costa et al., 2010; Kaws et al.,
2011) presenting as molecules with potential for future biotechnological applications.
They can serve to differentiate bacterial species due the selective interaction that

occurs between lectins and microorganisms (Athamna et al., 2006).

The aim of this study was to evaluate the antimicrobial activity of the purified
lectin from the lichen C. verticillaris (ClavelLL) (Silva et al., 2009) against gram-positive
and gram-negative pathogenic bacteria that have shown resistance to current drugs, as
well as against fungi known as dermatophytes of the genus Trichophyton and
Microsporum (that cause superficial mycoses occurring in hair, nails and skin),
Fusarium species (that are opportunist pathogens and can cause serious infections in
humans) and Trichosporon species (which are within the so-called emerging group of
fungi and has contributed to increased mortality in immunocompromised individuals)
(Girmenia et al., 2005).

2. Materials and methods

Purification of ClavelLL

C. verticillaris lichen was collected at Alhandra City, State of Paraiba,
Northeastern Brazil. C. verticillaris lichen lectin (ClavelLL) was obtained through a
sequential purification protocol according to Silva et al. (2009). Lichen was dried at
28°C and an overnight extraction (10%, w/v) for 16 h at room temperature was
performed in 0.15 M sodium phosphate buffer pH 7.0 containing 0.15 M NaCl (PBS),
followed by filtration, centrifugation (3000 g , 4°C, 15 min). The crude extract (E) was
30% (w/v) ammonium sulphate treated for 4 h at 28°C. The 0-30% precipitate fraction
(F4) was obtained by centrifugation (3000 g , 4 °C, 15 min), submitted to protein
quantification and applied (18 mg of protein) to a gel filtration chromatography

containing 100 mL of Sephadex G-100 (1.4 x 63 cm). The molecular exclusion column
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was eluted with PBS (flow rate of 20 mL/h); collected fractions were monitored by
absorbance (UV 280nm) and hemagglutinating activity aiming to obtain pure and active
ClaveLL.

Hemagglutinating activity

Hemagglutinating activity (HA) and HA inhibition assays were carried out in
microtiter plates according to Correia et al. (2008). The evaluated preparations (50 uL)
were serially twofold diluted in 0.15 M NaCl prior to addition of 2.5% (v/v) suspension of
rabbit erythrocytes (50 pL). The HA (titer) was defined as the lowest lectin
concentration in the sample which showed hemagglutination and was examined
visually through the absence of erythrocyte precipitation after incubation for 45 min.
Specific HA (SHA) was defined as the ratio between the titer and protein concentration

(mg mL™).

Protein content

Protein concentration was spectrophotometrically evaluated according to Lowry

et al. (1951) using bovine serum albumin as standard.

Antibacterial activity

Gram-positive (Bacillus subtilis ATCC-6633, Staphylococcus aureus ATCC-
6538 and Enterococcus faecalis ATCC-6057) and Gram-negative (Escherichia coli
ATCC-25922, Klebsiella pneumoniae ATCC-29665) bacterial strains were provided by
Departamento de Antibidticos, Universidade Federal de Pernambuco, Brazil. Stationary
cultures were maintained in nutrient agar (NA) and stored at 4°C. Bacteria were
cultured in nutrient broth (NB) and incubated under permanent shaking at 37°C
overnight. The culture concentrations were adjusted turbidimetrically at a wavelength of
600 nm to 10°-10° colony forming units (CFU).mL™". Minimal Inhibitory Concentration
(MIC) and Minimal Bactericide Concentration (MBC) were determined according to
Courvalin et al. (1988). ClavelLL (100uL, 0.184 ug) was serially diluted (1:2048) in
Nutrient Broth and 180 ul of each dilution were applied in microtiter plates. Following,

20 pl of microorganism suspension (exponential phase of growth; 1.5 x 108 CFU.mL™";
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0.5 in McFarland scale) were inoculated and the plates were incubated at 37°C for 24h.
Control tubes contained NA medium and microorganism. Amoxiciline was used as
positive control. MIC corresponds to the lowest lectin concentration able to inhibit the
visible growth of microorganism. MBC was determined starting from the MIC assay.
Dilutions of 1:10,000 of each MIC were performed and aliquots (10 uL) were sowed in
Petri plates containing NA medium. The number of CFU grown in plates was
determined. The MBC corresponds to the minimum concentration of sample that

reduces the number of CFU to 0.1% of the initial concentration.

Antifungal activity

Trichopyton mentagrophytes (URM5541), Microsporum gypseum (URM6199),
Trichophyton rubrum (URM5145), Trichosporon cutaneum (URM5743), Trichosporon
asahi (URM5781), Fusarium solani (URM5796), Fusarium oxysporum (URM5845) e
Fusarium lateritium (URM5844) were obtained from the Cultures Collection “Micoteca”
(URM) of the Departamento de Micologia da Universidade Federal of Pernambuco
(UFPE), Brazil. Antifungal activity was performed according to a modified assay
presented by Wong and Ng (2005). Fungi were grown at 28°C on potato dextrose agar
(PDA) in Petri plates for an 8-15 day period until the surfaces of the plates were
completely covered by them. Fungal mycelium discs (0.625 cm in diameter) were
removed from the peripheral part of the colonies. ClavelLL (100 pL; 1.67 mg mL™"), E
(100 pL; 9.43 mg mL™") and F4 (100 uL; 40.45 mg mL™") were spread on solidified PDA
medium in Petri plates (100 X 15 mm?) and a fungal mycelium disk was disposed in the
center of the Petri plates. All assays were carried out in triplicate. PBS and nystatin (1
mg/mL) were used as negative and positive controls, respectively. The plates were
incubated at 28°C for 72 h. Antifungal activity was indicated by reduction of the fungal

growth zone (diameter) in the plates.

Statistical analysis

Standard deviations (SD) were calculated using GraphPad Prism version 4.0 for
Windows (GraphPad Software, San Diego, Calif., USA) and data were expressed as a
mean of replicates = SD. Significant differences between treatment groups from the
antifungal assays were analysed by Student’s t-test (significance at p < 0.05) using the
Origin 6.0 program.
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3. Results and discussion

C. verticillaris contain a lectin purified through a pre-established protocol by
Silva et al. (2009) that use molecular exclusion chromatography with Sephadex G-100
matrix. Protocol is economical since the same array can be reused efficiently, at least

30 times to purify ClaveLL.

From the 0-30% fraction were obtained two peaks: the first, clear,
corresponding to fractions 7-22 (figure 1) with 64 hemagglutinating activity, is
equivalent to ClavelLL, with a purification factor of 13.1 times (Table 1). A total of 8.28
mg ClaveLL is purified from 10 g of C. verticillaris. The second peak showed a strong

color as well as the fraction, but presented absence of hemagglutinating activity (figure

1).

ClaveLL (1.84 mg mL™") showed antibacterial activity against all tested species,
both gram-positive and gram-negative. The values for MIC and MBC are shown in
Table 2. Among the bacteria tested, Escherichia coli, gram-negative, had lower MIC
(7.18 pug mL™), corresponding to the minimum concentration of lectin required to inhibit
bacterial growth visible. However, the minimum bactericidal concentration (MBC) of
ClaveLL needed to reduce the number of CFU to 0.1% of initial concentration was
229.9 ug mL™ for E. coli. Minor MBC (57.4 mg mL™") of ClavelLL was obtained against
gram-positive bacteria Bacillus subtilis and Enterococcus faecalis. Costa et al. (2010)
studied the leaf lectin of Phthirusa pyrifolia (PpyLL) and found MBC of approximately
10 times higher (500 pg mL™) than ClaveLL for B. subtilis. Instead, S& et al. (2009)
found MIC of 2.34 ug mL™" of the Myracrodruon urundeuva heartwood lectin for these
same bacteria, corresponding to a concentration 10 times lower than that of ClavelLL
(28 ug mL™).

This increased activity of ClavelLL against gram-positive bacteria can be
explained by increased interaction between the lectin and peptidioglicano thick of wall
cell gram-positive bacteria (Costa et al., 2010), as the newly isolated lectin from seeds
of Archidendron jiringa which showed strong activity against gram-positive S. aureus
and B. subtilis (Charungchitrak et al., 2011). Several types of antimicrobial peptides
have been isolated and their structures characterized. Some are toxic to both gram-
positive and gram-negative bacteria as well as for fungi, with potential to combat

diseases caused by pathogens that are becoming increasingly resistant to traditional
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antibiotics. These different types of antimicrobial peptides isolated from plants and
animals are evolved as weapons against a specific group of agents of infectious
diseases (Zasloff, 2002).

Although several lectins purified from various natural sources have shown
antibacterial activity (Takahashi et al., 2008; Riera et al., 2003; Kaws et al., 2011;
Costa et al., 2010), its mechanism of action was not elucidated in detail. But has been
proposed that proteins with antibacterial activity form a channel in the cell membrane

and the cell dies as result of output of cell content (Talas-Ogras et al., 2005).

ClavelLL, with 64 hemagglutinating activity, showed antifungal activity against F.
oxysporum (14.3%) and T. rubrum (35.3%) (figures 2 and 3), results significantly
different (p <0.05) of the negative control (PBS) according to the Student t-test.
However 170 pg of ClavelLL was not able to inhibit the growth of F. lateritium and
caused minor inhibition (with no significant differences relation to negative control) of
the F. solani (7.1%), T. mentagrophytes (10%), M. gypseum (10%), and T. asahi
(21,4%) growth (figures 2 and 3). Sitohy et al. (2007) found that a lectin isolated from
seeds of Pisum sativum was also able to inhibit the growth of F. oxysporum, with an
inhibition zone of 20% using 1mg/mL concentration. Likewise, Yan et al. (2005), using
100 pg of lectin from Astragalus mongholicus, and Vaz et al. (2010) testing a lectin
isolated of Sebastiania jacobinensis found the antifungal activity against the same

fungus.

Damico et al. (2003) related that antifungal activity of lectins are presented with
the property that they have to bind to carbohydrates such as chitin, a large polymer of
N-acetyl-glucosamine, a component of fungal cell wall. This interaction chitin-binding
lectin can lead to rupture the cell wall of fungi (Yun et al., 1998). Thus, many lectins
that have specificity for N-acetyl-glucosamine, like ClavelLlL, have shown antifungal
activity (Fakhoury and Woloshuk, 2001; Yao et al., 2010).

The fraction obtained from the lichen C. verticillaris by salt fractionation with
30% ammonium sulphate, was the sample that showed the highest antifungal activity
(figure 4 B), with a growth inhibition of F. solani (42.9%), F. oxysporum (31.4%), T.
mentagrophytes (37.5%), M. gypseum (42.5%), T. rubrum (38.2%) and T. cutaneum
(25%), percentages significantly different (p <0.05) relation to negative control (PBS)

according to the Student t-test.
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The extract (figure 4 A) was more active in inhibiting the growth of T.
mentagrophytes (35%), fungus that is not inhibited by ClaveLL. Perry et al. (1999),
studying the antimicrobial activity of 69 species of lichens from New Zealand found that
Cladonia fimbriata extract also inhibited the growth of T. mentagrophytes. Falcon et al.
(2004), other hand, have found that organic extracts of the lichen Ramalina sorediosa
were inactive against fungi Microsporon canis, M. gypsium, Epidermophyton

floccosum, Trichophyton tonsurans and T. rubrum.

4. Conclusion

The lectin purified from the lichen C. verticillaris showed good antibacterial
activity, particularly against gram-positive bacteria, and was able to inhibit the growth of
the dermatophyte fungus T. rubrum. The antifungal activity observed for extract and
fraction from the lichen C. verticillaris encourage further studies with isolated
compounds with the aim of determine the chemical constituents responsible for such

activity.

The results indicate the potential of ClavelLL and other preparations obtained
from C. verticillaris as antimicrobial agents useful for biotechnological applications with

a focus on human health.
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Table 1. Summary of ClaveLL purification.

b
Volume Protein a SHA Purification
Sample HA c
(mL) (mg/mL) (HA/mg) fold
E 430 9,43 512 54,3 *
F1 (0-30%) 18 40,45 16384 405,04 7,46
ClavelLL 396 0,09 64 711,11 13,1

®HA: hemagglutinating activity; "SHA: specific HA; Purification fold: relation between
SHA of crude extract and SHA of lectin.

31



(]
|
T
1
w

ABS 280 nm
- ]
n [} n
[
)
log AH

O - L

Fracoes

| ——ABS280nm ——IlogAH |

Figure 1. ClavelLL isolated from F; through gel filtration chromatography using

Sephadex G-100 column (HA in log scale).
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Table 2. MIC and MBC of ClavelLL against bacteria species.

MIC MBC

Microorganisms
(Mg mL™) (Mg mL™)

Staphylococcus aureus (+) 229.9 459.9
Bacillus subtilis (+) 28 57.4
Enterococcus faecalis (+) 28 57.4
Klebsiella pneumoniae(-) 114.9 919.8
Escherichia coli (-) 7.18 229.9

(+) Gram-positive and (-) gram-negative bacteria. MIC: minimum inhibitory

concentration. MBC: minimum bactericidal concentration.
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Figure 2: Growth zones (mm) of the fungi F. solani (A), F. oxysporum (B), T.
mentagrophytes (C) and M. gypseum (D) in PDA medium (Y-axis) throughout the

incubation hours (X-axis). Each point represents the mean + SD of three experiments.
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Figure 3: Growth zones (mm) of the fungi T. rubrum (A), T. cutaneum (B), T. asahi (C)
and F. lateritium (D) in PDA medium (Y-axis) throughout the incubation hours (X-axis).

Each point represents the mean + SD of three experiments.
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5. CONCLUSAO

- ClavelLL € uma lectina purificada através de um protocolo simples e rentavel,
apresentando maior atividade antibacteriana contra bactérias gram-positivas;

- ClavelL, apesar de inibir o crescimento de alguns fungos, nao foi téo
eficiente quando comparada a outras preparagdes obtidas do liquen C.
verticillaris (E e F4), livres de metabdlitos secundarios, que apresentaram
melhor atividade antifungica contra os dermatdfitos testados;

- Novos estudos sido necessarios para verificar quais substancias presentes
nas preparacgdes de E e F1 sdo responsaveis por essa atividade antifungica;

- ClavelLL e as preparagbes de E e F; obtidas de C. verticillaris possuem
potencial como agentes antimicrobianos uteis para aplicagbdes biotecnoldgicas

com enfoque na saude humana.
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