UNIVERSIDADE DE SAO PAULO

FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

Novos aspectos do efeito antibacteriano de galectinas ligantes de

lipopolissacarideo

Martin Krahenbuhl Amstalden

Ribeirao Preto
2021




UNIVERSIDADE DE SAO PAULO
FACULDADE DE CIENCIAS FARMACEUTICAS DE RIBEIRAO PRETO

PROGRAMA DE POS GRADUACAO EM BIOCIENCIAS E BIOTECNOLOGIA

Novos aspectos do efeito antibacteriano de galectinas ligantes de

lipopolissacarideo

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de  Pés-Graduacdo em
Biociéncias e Biotecnologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto para obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias

Area de Concentracdo: Imunologia e
Fisiopatologia

Orientado: Martin Krahenbiihl Amstalden
Orientador: Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi

Ribeirao Preto
2021



AUTORIZO A REPRODUCAO E DIVULGACAO TOTAL OU PARCIAL DESTE TRABALHO,
POR QUALQUER MEIO CONVENCIONAL OU ELETRONICO, PARA FINS DE ESTUDO E
PESQUISA, DESDE QUE CITADA A FONTE.

Amstalden, Martin Krahenbihl
Novos aspectos do efeito antibacteriano de galectinas ligantes
de lipopolissacarideo. Ribeirdo Preto, 2021.

140 p. :il. ; 30cm.

Dissertacdo de Mestrado, apresentada a Faculdade de Ciéncias
Farmacéuticas de Ribeirdo Preto/USP — Area de concentragio:
Imunologia e Fisiopatologia.

Orientador: Marcelo Dias Baruffi

1. LPS 2. Galectinas 3. Escherichia coli. 4. Antibi6ticos.




FOLHA DE APROVACAO

Nome do aluno: Martin Krahenbihl Amstalden
Titulo do trabalho: Novos aspectos do efeito antibacteriano de galectinas ligantes de

lipopolissacarideo

Dissertacdo de Mestrado apresentada ao
Programa de  Pdés-Graduacdo em
Biociéncias e Biotecnologia da Faculdade
de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto para obtencdo do Titulo de Mestre
em Ciéncias

Area de Concentragéo: Imunologia e
Fisiopatologia

Orientador: Marcelo Dias Baruffi

Aprovado em: /|
Banca Examinadora

Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:
Prof. Dr.

Instituicao: Assinatura:




DEDICATORIA

A memoria de minha avo, Maria Cybelle von Ah Kréahenbuhl.



AGRADECIMENTOS

Ao meu orientador, Prof. Dr. Marcelo Dias Baruffi, pela orientacdo e por todas as
discussbes que tangem e extrapolam o ambiente cientifico. Minha gratidao por ter me aceito

em seu grupo e por todos os ensinamentos.

A Ana Lucia e ao Henrique, secretarios do Programa de Pés Graduag&o em Biociéncias
e Biotecnologia, pelo apoio e por sempre se mostrarem prestativos em ajudar e esclarecer

davidas.

A minha familia: meus pais Maria Alvina Krahenbiihl e Domingos Savio Amstalden e
meus irmé&os Ignécio Krahenblhl Amstalden e Maria Cecilia Krdhenbihl Amstalden por todo

o0 carinho e apoio a minha carreira.

Aos meus colegas do Laboratorio de Glicoimunologia: Anna Karoline Aguiar Fleuri,
Carlos Alessandro Fuzo, Cassia Fernanda Sales de Lima, Fabio Roque Kubata, Julia Mazarin
Pradela, Luisa Mestriner e Thais Canassa de Leo pela convivéncia, companheirismo e amizade.
Agradeco especialmente ao Carlos, por sua colaboracdo neste trabalho, e & Karol, pelos

ensinamentos e apoio.
Ao Rubens Eduardo da Silva e a Lilian Cataldi Rodrigues, pelo apoio técnico.

A Prof? Dr* Maria Cristina Nonato, por permitir o uso de seu laboratdrio, e aos colegas
e amigos do Laboratorio de Cristalografia de Proteinas: Felipe, lara, Leandro, Luana, Mariana,
Marilia, Olivia, Pedro, Valquiria e Victor pelos cafés, conversas e ajuda. Agradego

especialmente a Olivia e ao Victor, que foram essenciais para o desenvolvimento deste trabalho.

A Proft Dr* Ana Lcia da Costa Darini, por permitir o uso de seu laboratdrio e

ensinamentos, e a Joseane Cristina Ferreira, pela colaboragéo.

A Tassia Rafaella Costa, pela colaboracdo e ensinamentos durante minha iniciacio

cientifica.

Zu meinen Freunden und Kollegen in der WWU: Dr. Fabian Herrmann, Daniel
Dornbusch, Nica Classen und Nicola Knetzger, fur die Freundheit, die Kollaboration, und die

wunderbare Zeit, die wir gemeinsam in Minster genossen haben.

Vi



A profé. Dr2. Maria Regina Torqueti e as colegas do Laboratdrio de Citologia Clinica,

Bianca e Beatriz, pela convivéncia e companheirismo.

A Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo Preto (FCFRP-USP), por ter sido
minha casa nos ultimos 8 anos, e aos professores e funcionarios do Departamento de Analises
Clinicas, Toxicoldgicas e Bromatologicas (DACTB) que contribuiram direta ou indiretamente

para a realizacdo deste trabalho.

Aos colegas e professores do programa de PoOs Graduacdo em Biociéncias e

Biotecnologia.

Aos professores Prof. Dr. Zeki Naal e Profé. Dr2, Rose Mary Zumstein Georgetto Naal

por abrirem seu laborat6rio em um periodo importante para o desenvolvimento deste trabalho.

Aos meus amigos Margarida, Obama, Betdo, Tosta, Taina, Willy, Nelson, Kubata, Bu,
Tok, De0, Lesado, Rosa, Kikdo, Sarsa, Ourico, Marina, Mouzarllem, Plinio, Danilo,
Fernandinho, Pal, N&dia, Aninha, lque, Mimi, Féabio, Raquel, André e Nina pelo apoio,

conversas e cervejas no decorrer deste trabalho.

Pesquisa desenvolvida com o auxilio dos recursos de HPC disponibilizados pela

Superintendencia de Tecnologia da Informacao da Universidade de Sdo Paulo.

O presente trabalho foi realizado com apoio da Coordenagdo de Aperfeicoamento de
Pessoal de Nivel Superior — Brasil (CAPES) - Codigo de Financiamento 001 e do Conselho
Nacional Cientifico e Tecnolégico (CNPq) - Cdédigo de Financiamento 133897/2020-6.

vii



EPIGRAFE

“Sanctus Januarius

O tu, que com dardo de flama
Partes o gelo da minha alma,

Para que ela se lance fremente

Ao mar de sua suprema esperanga:
Sempre mais clara e mais s4,

Livre na lei mais amorosa —

Assim exalta ela teus milagres,
Belissimo Janeiro!”

Friedrich Nietzsche — A Gaia Ciéncia (1882)
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RESUMO

AMSTALDEN, M. K. Novos aspectos do efeito antibacteriano de galectinas ligantes de
lipopolissacarideo. 2021. 140 f. Dissertacdo. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeirdo
Preto — Universidade de Séo Paulo, Ribeirdo Preto, 2021.

A resisténcia bacteriana a antibioticos € um grave problema global de sadde publica que
impde urgéncia na busca por novos agentes antibacterianos. As galectinas sdo proteinas que
reconhecem glicanas B-galactosiladas, por meio de seus dominios de reconhecimento de
carboidratos (CRD), e participam de diversos processos celulares e moleculares relacionados a
doencas infecciosas. Nesse sentido, galectina-4 (Gal-4) e galectina-3 (Gal-3) interagem com a
porcao O-PS (unidade repetida do antigeno O) do lipopolissacarideo (LPS) de Escherichia coli
086. Apenas Gal-4, via seu dominio C-terminal (Gal-4C), promove a perda da integridade de
membrana e a morte bacteriana de forma semelhante aos peptideos antimicrobianos (AMPS).
Sabe-se que um dos fatores associados a acdo bactericida dos AMPs depende de suas interaces
com os grupos fosfatos carregados negativamente da porcédo lipideo-A do LPS. Este trabalho
teve como objetivos a i) caracterizacdo do efeito bactericida de Gal-4 em E. coli O86 frente a
mecanismos antimicrobianos conhecidos e de resisténcia a AMPs; e ii) a analise do impacto de
Gal-4 ou Gal-3 na agdo bactericida de antibioticos conhecidos. A viabilidade de E. coli O86
selvagem (O-PS™) e mutante Awaal (O-PS°) tratadas com galectinas em associa¢do ou ndo com
antibidticos [ampicilina (Amp), polimixina-B (PmB) e ciprofloxaxino (Cipro)] foi determinada
através de contagem de unidades formadoras de colénias. A influéncia da reacdo de Fenton
intracelular no efeito bactericida de Gal-4 foi avaliada utilizando-se 2,2'-bipiridina (agente
guelante) e tioureia (agente antioxidante). O impacto das galectinas nas membranas destas
bactérias foi avaliado por microscopia de forca atdmica. A andlise in silico do potencial
mecanismo molecular da acdo bactericida de Gal-4C foi feita a partir de um modelo de
membrana de E. coli O86 e por simulacdes de dinamica molecular. As condicdes testadas de
resisténcia aos AMPs foram baseadas no uso dos cations Mg?" (inibe a interacdo
antibiotico/lipideo-A ou induz a incorporagdo do grupo fosfato no lipideo-A) e Fe®* (induz a
substituicdo dos grupos fosfato do LPS). Além disso, foram utilizadas E. coli 086 O-PS* e O-
PS transformadas com um plasmideo contendo o gene mcr-1 de resisténcia a PmB (pMQ124-
mcr-1). Como esperado, Gal-4 provocou uma rapida e dréastica reducéo (~ 95%) de viabilidade
em E. coli O86 de modo dependente de seu CRD. Este estudo demonstrou que i) a agdo de Gal-
4 foi dependente da concentragdo inicial bacteriana; ii) E. coli O86 tratada com Gal-4
apresentou um crescimento microbiano residual, extrusdes vesiculares indicativas da perda da
integridade de membrana, e formacdo de macro agregados bacterianos contendo unidades
viaveis; e iii) a acdo de Gal-4 foi parcialmente suprimida pelos mecanismos de inibicdo da
reacdo de Fenton intracelular. Gal-3 reduziu a viabilidade de E. coli O86 somente em altas
concentracdes e de modo dependente da interagdo com O-PS. Os achados in silico sugeriram
que a interacdo de Gal-4C com a membrana de E. coli O86 obedeceu a sequéncia de eventos
termodinamicamente favoraveis composta pelas seguintes etapas: i) interacdo de Gal4C, que
possui propriedades anfifilicas semelhantemente aos AMPs, com a regido O-PS do LPS; ii)
insercdo de uma regido hidrofébica de Gal-4C na porcdo apolar da membrana externa
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bacteriana. Os efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3 foram independentes da presenca de
mecanismos de resisténcia a AMPs em E. coli 086. Além disso, Gal-4 e Gal-3 agiram
sinergicamente com PmB na bactéria selvagem, mediados por interacbes com seus CDRs,
mesmo na presenca de mecanismos de resisténcia a AMPs; quando adicionadas
concomitantemente em E. coli 086, Gal-4 e Gal-3 agiram sinergicamente para reduzir a
viabilidade bacteriana de forma dependente do reconhecimento de carboidrato. No entanto, a
auséncia da regido N-terminal de Gal-3 aboliu o seu efeito de reducéo de viabilidade bacteriana,
assim como seus efeitos sinérgicos com PmB e Gal-4. Somente uma concentracdo bactericida
de Gal-4 apresentou efeito sinérgico com Cipro. Este trabalho foi pioneiro em demonstrar que
as acOes antibacterianas de Gal-4 e Gal-3 em E. coli 086 independem da presenca de
mecanismos de resisténcia a AMPs, e que estas galectinas agem sinergicamente com outros
agentes antimicrobianos. Finalmente, este trabalho poderd cooperar para o melhor
entendimento da participacdo das galectinas na imunidade contra bactérias e gerar novas
perspectivas biotecnoldgicas aplicaveis a terapéutica antibacteriana, baseadas no
reconhecimento da por¢do O-PS do LPS.

Palavras-chave: LPS, Galectinas, Escherichia coli, Antibi6ticos.



ABSTRACT

AMSTALDEN, M. K. New aspects of the antibacterial effect of lipopolysaccharide-binding
galectins. 2021. 140 f. Dissertation. Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas de Ribeir&o Preto —
Universidade de S&o Paulo, Ribeir&o Preto, 2021.

Bacterial resistance to antibiotics is a serious global public health problem that imposes
urgency to search for new antibacterial agents. Galectins are proteins that recognize B-
galactosylated glycans via their carbohydrate recognition domains (CRD) and participate in
several cellular and molecular processes related to infectious diseases. In this sense, galectin-4
(Gal-4) and galectin-3 (Gal-3) interact with the O-PS (O-antigen repeat unit) moiety of
lipopolysaccharide (LPS) from Escherichia coli O86. Only Gal-4, via its C-terminal domain
(Gal-4C), promotes the loss of membrane integrity and bacterial death in a manner similar to
that of antimicrobial peptides (AMPs). It is known that one of the factors associated with AMPs
bactericidal action depends on their interactions with the negatively charged phosphate groups
from the LPS lipid-A portion. This work aimed i) to characterize the bactericidal effect of Gal-
4.in E. coli O86, considering its known antimicrobial mechanisms and resistance to AMPs; and
i) to analyze the impact of Gal-4 or Gal-3 over the bactericidal action of known antibiotics.
The viability of wild type E. coli 086 (O-PS*) and mutant 4waaL (O-PS°) treated with galectins
associated or not with antibiotics [ampicillin (Amp), polymyxin-B (PmB), and ciprofloxacin
(Cipro)] was determined by colony forming units counting. The influence of the intracellular
Fenton reaction on the bactericidal effect of Gal-4 was examined using 2,2'-bipyridine
(chelating agent) and thiourea (antioxidant agent). The impact of galectins on the membrane of
these bacterial strains was analyzed using atomic force microscopy. In silico analysis of the
potential molecular mechanism of the Gal-4C bactericidal action was performed using an E.
coli O86 membrane model and molecular dynamics approaches. The conditions of resistance
to AMPs were tested based on the use of the cations Mg?* (inhibits the antibiotic/lipid-A
interaction or induces the phosphate group incorporation into lipid-A) and Fe3* (induces
phosphate groups substitution on LPS). In addition, E. coli 086 O-PS* and O-PS" transformed
with a plasmid containing the PmB-resistance gene mcr-1 (pMQ124-mcr-1) were used. As
expected, Gal-4 caused a fast and drastic reduction (~95%) of E. coli O86 viability in a manner
dependent on its CDR. This study demonstrated that i) the Gal-4 action depended on the initial
bacterial concentration; ii) E. coli O86 treated with Gal-4 exhibited residual microbial growth,
vesicular extrusions indicative of loss of membrane integrity, and formation of bacterial
macroaggregates containing viable units; and iii) the Gal-4 action was partially suppressed by
inhibitory mechanisms of the intracellular Fenton reaction. Gal-3 reduced E. coli O86 viability
only when tested at high concentrations, and acted in a manner dependent on the interaction
with O-PS. The in silico findings suggested that the Gal-4C interaction with E. coli O86
membrane fitted a sequence of thermodynamically favorable events that consisted of the
following steps: i) Gal-4C interaction, which has amphiphilic properties similar to AMPs, with
the LPS O-PS region; ii) insertion of a hydrophobic Gal-4C region into the nonpolar portion of
the outer bacterial membrane. The antibacterial effects of Gal-4 and Gal-3 were independent of
the presence of resistance mechanisms to AMPs in E. coli O86. Furthermore, Gal-4 and Gal-3
acted synergistically with PmB against this bacteria strain, via their CRDs interaction, even in
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the presence of AMP resistance mechanisms; when added concomitantly to E. coli O86, Gal-4
and Gal-3 acted synergistically to reduce bacterial viability in a manner dependent on the
carbohydrate recognition. However, the lack of Gal-3 N-terminal region abolished its bacterial
viability-reducing effect, as well as its synergistic action with PmB and Gal-4. Only a
bactericidal concentration of Gal-4 acted in synergy with Cipro. This is the first study to
demonstrate that the antibacterial action of Gal-4 and Gal-3 in E. coli O86 is independent of the
presence of resistance mechanisms to AMPs, and that these galectins act synergistically with
other antimicrobial agents. Finally, this work shall help to better understand the participation
of galectins in the immunity against bacteria and open new biotechnological perspectives
applicable to antibacterial therapy, based on recognition of the LPS O-PS portion.

Keywords: LPS, Galectins, Escherichia coli, Antibiotics.
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1. INTRODUCAO

1.1. Antibidticos e a busca por novas estratégias antimicrobianas

Doencas causadas por microrganismos acompanharam o desenvolvimento da
civilizacdo humana desde os tempos mais remotos, moldando acontecimentos historicos, 0s
rumos da tecnologia e da medicina moderna. Com o desenvolvimento do primeiro microscopio,
no século XVI, e de métodos de isolamento de microrganismos, no seculo XVIII, tornou-se
possivel caracterizar e compreender a relagdo de causa e efeito de cada um destes organismos
em diversas patologias conhecidas (Brachman 2003).

Nessa linha, a descoberta dos primeiros antibidticos e do aperfeicoamento das vacinas
no século XX representaram um passo revolucionario no combate as doencas infecciosas, ja
que, pela primeira vez, alvos moleculares especificos de microrganismos foram explorados
como alvos de agentes farmacologicos e para a montagem de uma resposta imune (Stern e
Markel 2005; Brachman 2003). Além disso, através do avango do complexo industrial da satde
e de técnicas de sintese quimica e biotecnoldgicas que acompanharam esse progresso no Ultimo
século, a producdo em larga escala desses agentes se expandiu para a maioria dos paises
representando, assim, o advento da chamada “Era dos Antibioticos”(Aminov 2010).

Entretanto, ao longo das Ultimas décadas, maltiplos mecanismos de resisténcia a esses
compostos foram paralelamente desenvolvidos por bactérias que, impulsionados pelas trocas
por meio de elementos genéticos moveis, possibilitaram a rapida disseminacgdo de organismos
resistentes a maioria das classes de antibioticos conhecidas. De fato, a OMS ja reconhece a
resisténcia aos antibioéticos como uma das trés ameacas mais importantes a saude publica
mundial (“WHO | Antimicrobial resistance: global report on surveillance 2014 2016) e estima-
se que, até 2050, infeccBes causadas por organismos MDR (Multidroga Resistentes) sera
responsavel por 300 milhdes de mortes ao ano, com perda liquida de 100 trilhGes de dblares
para a economia global (Munita & Arias, 2016).

Além disso, apesar da descoberta dos antibidticos ter experimentado uma época de ouro
entre os anos 1940 e 1960, principalmente de fontes naturais (Tabela 1), poucas novas classes
tém sido de fato descobertos desde entdo. Sendo de baixa toxicidade a seres humanos e
divididos em agentes bactericidas e bacteriostaticos, os antibidticos contribuem com a
eliminacdo do patdgeno atraveés de, respectivamente, promoverem a morte direta ou

interromperem o crescimento dos microrganismos (Walsh e Wencewicz 2015).



Tabela 1. Classes de antibi6ticos naturais em uso clinico. Anos de introducéo no mercado, alvos bacterianos e
exemplos estruturais das sete classes mais relevantes de antibiéticos naturais. Adaptado de Walsh e Wencewicz,

2015.
Ano Classe Alvo Estrutura
Ne _s
1940 B-lactamicos Peptideoglicana m ] N' j
9 .’COOH
Penicilina
1950 Aminoglicosideos Ribossomo
Subunidade 30S
1952 Macrolideos Ribossomo
Subunidade 508
1949 Tetraciclinas Ribossomo
Subunidade 308
Tetraciclina
8 .
1958 Glicopeptideos Lipideo I e ;@?% L,
R PLRoRRe
[+] Oﬁo“
Vancomicina
”":)\'(n‘l)L:J\r: on
e . oodn\"‘o o)""' omoo
2003 Lipopeptideos Membrana ON i °xn.(‘,n ﬁ":Io
bacteriana PR PR
1957 Policetideos RNA polimerase

Rifampicina



Sendo os antibiéticos modernos derivados principalmente de fontes naturais e
aperfeicoados por conhecimentos de quimica medicinal, esses fa&rmacos dividem-se em classes
que atuam sobre diversos componentes celulares. Tomando por exemplo as classes de
antibioticos derivadas de fontes naturais, atuam desde o processo de traducdo bacteriano nas
subunidades ribossomais especificas 30S e 50S (aminoglicosideos e macrolideos,
respectivamente), o processo de biossintese e dinamica de reparacdo de peptideoglicanas (j3-
lactdmicos e glicopeptideos), caracteristicas intrinsecas da membrana bacteriana (lipopeptideos
e polimixinas) e até sua RNA polimerase especifica (policetideos - Tabela 1).

Apesar dos antibidticos existirem ha décadas no mercado, trabalhos recentes
propuseram que, apesar de diferentes mecanismos de antibidticos culminarem no que é
entendido como efeito bactericida ou bacteriostatico, existem correlacdes metabdlicas e efeitos
a jusante comuns entre esses fendmenos. Enquanto os efeitos de antibioticos bactericidas
resultam na aceleracdo do processo de respiracdo celular, o de antibidticos bacteriostaticos
resultam na supresséo deste processo (Lobritz et al. 2015). Adicionalmente, a adigdo conjunta
de antibidticos bactericidas com antibidticos bacteriostaticos resulta em uma supressdo do
metabolismo que bloqueia a acdo dos agentes bactericidas (Lobritz et al. 2015). Dessa forma,
esses trabalhos trazem luz a hipdtese de que um estado metabolico a jusante dos efeitos dos
agentes antimicrobianos influencia no mecanismo de morte ou inibicdo do crescimento
provocado pelos antibioticos.

Em um mecanismo proposto, o0s antibioticos bactericidas que atingem diferentes alvos
moleculares, invariavelmente induzem o aumento de espécies reativas de oxigénio ligadas a
morte celular. Os efeitos provocados pelas interacdes desses agentes com seus respectivos alvos
resultam na oxidacdo de NADH através da cadeia transportadora de elétrons, com producao de
superdxido que, ao interagirem com centros ferro-enxofre de proteinas intracelulares, liberam
ion ferroso que reage em uma reagdo de Fenton intracelular induzindo a producéo de radicais
hidroxil (Figura 1). Essas especies reativas de oxigénio altamente danosas as células levam a
oxidacgdo de DNA, lipidios e proteinas que acarretam, por fim, a morte celular (Daniel J. Dwyer
et al. 2007; Kohanski et al. 2008; 2007; D. J. Dwyer et al. 2014). Entretanto, a essencialidade
desse mecanismo em provocar a morte de bactérias ainda é debatida, ja que efeitos bactericidas
também sdo observados em ambientes anaerdbicos no qual ndo haveria possibilidade de
producdo de tais agentes oxidativos (Keren et al. 2013), apesar destes efeitos serem

parcialmente suprimidos nestas condigdes (D. J. Dwyer et al. 2014).
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Figura 1. Modelo proposto para o mecanismo de morte provocado por antibiéticos bactericidas. As
interagdes primarias entre droga e alvo estimulam a oxidagdo de NADH através de uma hiperativacéo da cadeia
transportadora de elétrons que culminam na producdo de superéxido. O superédxido danifica os centros Fe-S de
proteinas intracelulares, liberando fon Fe?* que fica disponivel para oxidagdo por meio de reacdo de Fenton (caixa
no canto inferior esquerdo da figura), que por sua vez gera radicais hidroxil. Os radicais hidroxil danificam o DNA,
proteinas e lipideos, resultando em morte celular. Modificado de Kohanski, 2007.



Ainda, apesar de uma possivel convergéncia de eventos a jusante que provocariam a
morte apds interacdo do agente antimicrobiano com o alvo primério, bactérias desenvolveram
mecanismos de resisténcia como forma de evitar a agdo dos antibioticos em seus respectivos
alvos moleculares, através de genes de resisténcia disseminados por elementos de transferéncia
genética horizontal. Os mecanismos de resisténcia bacteriana dividem-se em cinco tipos: i)
modificacbes da proteina alvo do antibiodtico, ii) modificacbes quimicas da molécula de
antibidtico, iii) mudancgas nos mecanismos de influxo, iv) aumento de mecanismos de efluxo,
que diminuem a concentracdo intracelular dos antibioticos, e v) mudancas globais em vias
metabdlicas importantes por modulacdo das redes regulatorias. Tais mecanismos Ssao
amplamente disseminados, podem coexistir na mesma célula bacteriana e, dependendo de
caracteristicas especificas de espécies ou classificacdo pelo Método de Gram, alguns sdo
preferidos em detrimentos de outros (Munita & Arias, 2016; Walsh & Wencewicz, 2015).

Diante disso, uma das estratégias atuais € a busca de novos alvos terapéuticos ou
mecanismos especificos que promovam a morte desses organismos através de processos ou
componentes estruturais essenciais de bactérias que, quando atingidos, possam provocar morte
de maneira especifica. Alguns exemplos de alvos procurados nesse contexto incluem outros
elementos da sintese de peptideoglicanas, responsaveis pela rigidez mecénica das paredes
bacterianas (Wright 2007), e elementos de componentes da maquinaria de divisdo binaria de
bactérias (Hsu et al. 2019; den Blaauwen, Andreu, e Monasterio 2014).

Dentro desse contexto, o lipopolissacarideo (LPS), componente estrutural de gram-
negativas, destaca-se como alvo do desenvolvimento de agentes antimicrobianos. Essa
molécula é uma estrutura intrinsicamente ligada ao metabolismo geral e fisiologia bacteriana,
atua como uma barreira para entrada de antibiéticos (May e Grabowicz 2018) e contribui com
diversos aspectos da homeostase da membrana externa de bactérias gram-negativas,
estabilizando balsas lipidicas e o potencial eletrostatico da membrana, além de intermediar o
reconhecimento dessas bactérias por outros organismos (Erridge, Bennett-Guerrero, e Poxton
2002). Verificada na década de 70 sua essencialidade para diversas espécies de bacteérias,
houveram trabalhos que buscaram caracterizar 0s mecanismos biossintéticos como busca de
alvos seletivos para o desenvolvimento de novos antibidticos que inibiriam esses processos
(Whitfield e Trent 2014). De toda forma, a presenca exclusiva do LPS em bactérias gram-
negativas, sua importancia na viruléncia e fisiologia bacteriana, bem como sua essencialidade
para diversas espécies conferem a essa molécula como um alvo promissor do desenvolvimento

de novas terapias antibacterianas (Whitfield e Trent 2014; May e Grabowicz 2018).



1.2. Estrutura e biossintese do LPS

Em bactérias, os glicoconjugados de maior relevancia sdo a peptideoglicana,
responsavel pela arquitetura e rigidez das paredes celulares desses microrganismos, e o LPS.
As bactérias sdo classificadas principalmente em gram-positivas e gram-negativas e cada qual
apresenta uma constituicdo diferente de glicoconjugados no envelope celular. As
peptideoglicanas constituem redes moleculares rigidas entre componentes peptidicos e
carboidratos, e estdo presentes em camadas das paredes celulares de ambos os tipos - em gram-
positivas € mais espessa e externa a membrana enquanto em gram-negativas € fina e inserida
no espaco periplasmatico, delimitado pelas membranas externa e interna (Juan et al. 2018).

O LPS, por sua vez, é um glicoconjugado exclusivo de bactérias gram-negativas que
apresenta natureza anfifilica por conter um componente lipidico, ancorado na membrana
externa, e uma porcdo glicana variavel (Figura 2). Estas moléculas sdo responsaveis tanto para
a acdo patogénica de bactérias gram-negativas quanto para a arquitetura do envelope e
adaptacao ao meio em que se encontram e sdo compostos por trés dominios distintos: o lipideo
A, inserido na membrana plasmatica e altamente conservado; um oligossacarideo central que
assume poucas variagdes intra e inter espécies; e o polissacarideo O (O-PS — do inglés “O-
polyssacharyde), o principal responsavel pela diversidade nas estruturas de LPS. Esse antigeno
consiste em um polissacarideo de dominios repetidos de 4 ou 5 monossacarideos, podendo
apresentar tanto variedade no tamanho das cadeias quanto diversidade na composicdo até

mesmo dentro de uma mesma espécie (Varki et al. 2009; Whitfield e Trent 2014).

Polissacarideo O

Oligossacarideo central

Lipideo A

Figura 2. Estrutura e dominios do LPS. O lipideo A ¢ a porcao que se encontra ancorada na membrana externa
de bactérias gram-negativas. O oligossacarideo central apresenta uma composicéo pouco variada. O polissacarideo
O, por sua vez, possui uma estrutura altamente variavel que caracteriza o sorotipo dos organismos gram-negativos
dentro de uma mesma espécie e apresenta uma quantidade de unidades polimerizadas que pode ser distinta mesmo
em um unico organismo.



Devido aos diferentes padrdes de glicosilagdo e importancia desses glicoconjugados
para sobrevivéncia e entendimento dos mecanismos de viruléncia de bactérias patogénicas,
diversos estudos propuseram-se a desvendar as principais rotas biossintéticas que produziam e
ligavam os dominios distintos de LPS em busca de alvos terapéuticos e especificos de bactérias
(Whitfield e Trent 2014; Bodewits et al. 2010). As principais etapas e proteinas que realizam o
processo estdo representadas na Figura 3.

Enquanto o lipideo A é sintetizado na face citosolica da membrana interna por meio da
Via de Raetz, orquestrando um conjunto de reacdes biogquimicas realizadas pelas proteinas da
familia Lpx (Whitfield e Trent 2014), a incorporacdo do oligossacarideo central ao Kdoz —
lipideo A ¢ atribuida as glicosiltransferases da familia Waa, responsaveis pela ligacdo de
unidades sacaridicas ao lipooligossacarideo (LOS) de maneira relativamente preservada. O
produto final é entdo exportado ao espaco periplasmatico, por acdo da proteina transmembrana
MsbA (Figura 3).
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Figura 3. Biossintese do LPS. A biossintese do lipideo A e do oligossacarideo (OS) central ocorre na face
citoplasmatica da membrana interna. Enquanto a biossintese do lipideo A ocorre por meio das proteinas da familia
Lpx, do oligossacarideo central ocorre por meio das proteinas da familia Waa. Por sua vez, a biossintese do
polissacarideo O (O-PS) ocorre de maneira separada na face citoplasmatica em um carreador lipidico, o
undecaprenil pirofosfato. A proteina MsbA e as flipases do antigeno O sdo, respectivamente, responsaveis pelo
transporte do lipooligossacarideo (LOS) e do precursor do antigeno O da face citoplasmatica para a periplasmatica
da membrana interna. A ligacdo entre o LOS e o precursor do antigeno O é realizada no espaco periplasmatico por
meio da ligase waal.. Por fim, o complexo Lpt é responsavel pelo transporte do LPS formado para a superficie da
membrana externa. Adaptado de Simpson, 2019.



Paralela a biossintese do LOS, os mecanismos bioquimicos responsaveis pela
construcdo do antigeno O assumem maiores variagdes inter e intraespecificas garantindo, assim,
a maior variabilidade observada desse dominio do LPS (Inge e Jos 2001). Séo descritos trés
mecanismos principais de formacdo da estrutura que variam nas estratégias de sintese e
polimerizagdo do O-PS (Cuthbertson, Kos, e Whitfield 2010). Em comum, apresentam reacoes
iniciais de incorporacéo de monossacarideos precursores do metabolismo energético da bactéria
e carreados em aceptores, com reacOes tanto na face citosolica quanto periplasmaética da
membrana interna. Sendo assim, as etapas finais da biossintese de LPS concentram-se na acao
da enzima ligase waal., que transfere 0 O-PS ao LOS, e na exportacdo da molécula final a
membrana externa por meio das proteinas do complexo Lpt (Whitfield e Trent 2014 - Figura
3).

Ja que muitas das respostas bioldgicas provocadas pelas bactérias em organismos
hospedeiros sdo relacionadas ao O-PS, variagfes presentes na estrutura sdo intrinsecamente
atribuidas a adaptacdo desses organismos no meio em que se encontram. Além dos
chaveamentos especificos de ligacbes glicosidicas, a polimerizacdo das unidades de O-PS €
heterogénea e, assim, resulta na variedade do tamanho das cadeias de polissacarideos presentes
até em uma mesma célula (Hunt 1985). Consequentemente, através de modificagdes quali e
quantitativas na expressdo de enzimas que realizam as diversas reacdes de glicosilagcdo do O-
PS, foram selecionadas evolutivamente mutacdes e polimorfismos que permitiram as bactérias
se adequarem ao ambiente colonizado tanto para fins de simbiose quanto de infeccéo
(Maldonado, Sa-Correia, e Valvano 2016).

A membrana externa de bactérias gram-negativas, quando formada, possui uma
constituicdo lipidica assimétrica: enquanto a face externa apresenta uma composicdo
majoritariamente de LPS e LOS, a face interna é formada por fosfolipideos como
fosfatidiletinolamina e fosfatidilglicerol (May e Grabowicz 2018; Sohlenkamp e Geiger 2015).
Tal composicdo atua como uma barreira por apresentar uma composicao lipidica densa na
regido ancorada a membrana, e uma carga parcial negativa, presente no lipideo A e no
oligossacarideo central, que realiza interagbes com cations divalentes como Ca®*' e Mg**
presentes no meio, que estabilizam as moléculas de LPS adjacentes (May e Grabowicz 2018;
Rice e Wereszczynski 2018). Além disso, o empacotamento das moléculas de LPS e as pontes
salinas garantem propriedades anfifilicas importantes para a membrana externa de bactérias
gram-negativas, que impedem a entrada de antibioticos para o espaco periplasmatico (May e
Grabowicz 2018).



1.3. Peptideos antimicrobianos e polimixinas: atividade bactericida e mecanismos de
resisténcia dependentes do LPS

Notavelmente, as propriedades fisico-quimicas da membrana externa constituida por
LPS sdo as mesmas que tornam essas estruturas para a acao de certos agentes antimicrobianos,
como os peptideos antimicrobianos (AMPs — do inglés “Antimicrobial Peptides”), produzidos
por células teciduais e do sistema imunoldgico de vertebrados, invertebrados, plantas e até
mesmo por bactérias (Bechinger e Gorr 2017). Essas moléculas possuem propriedades
anfifilicas importantes, como a presenca de cargas positivas e composicéo lipofilica, tornando-
as especificas para a interacdo com a membrana externa bacteriana de carga parcial negativa
(Bechinger e Gorr 2017; Rice e Wereszczynski 2018; Brogden 2005).

Sendo esses agentes divididos em subgrupos baseado em sua constituicdo de
aminoacidos, tamanho e conformacdo estrutural (Brogden 2005), muitos desses peptideos
apresentam estruturas secundarias importantes que garantem sua atividade antimicrobiana,
como hélices a ¢ folhas B que, aliados com um balango de aminoacidos bésicos (Lisina e
Arginina) e hidrofobicos (Isoleucina, Valina, Felilananina, Tirosina e Triptofano), garantem a
especificidade para a interacdo com o LPS, que por fim levam a morte desses organismos
(Bechinger e Gorr 2017; Brogden 2005).

Os modelos e fendmenos que desencadeiam a perda viabilidade bacteriana ainda sao
debatidos e podem n&o ser comuns a todos os AMPs (Brogden 2005). Entretanto, etapas
sequenciais sdo necessarias para permitir efeitos a jusante, que iniciam com a interacdo e
inser¢do do peptideo na membrana alvo. A interacdo dos AMPs na superficie da membrana
provoca o deslocamento de fons Ca?* e Mg?* que interagem com os fosfatos do lipideo A e
oligossacarideo central, e por conseguinte a inser¢do ocorre a partir da regido hidrofébica dos
peptideos entre as cadeias de LPS, interferindo nas interacdes laterais dos lipideos e, dessa
forma, desestabilizando a homeostase da membrana (Rice e Wereszczynski 2018; May e
Grabowicz 2018). A partir dessa insercdo, diversos modelos sdo propostos para a
oligomerizacao destes peptideos na membrana e formacéo de poros, como a formacao de barris,
carpetes e poros toroidais (Brogden 2005), provocando a perda de integridade de membrana e
formagéo de extrusdes vesiculares (Kalfa et al. 2001; Brogden 2005; Hollmann et al. 2018).
Ainda, sdo relatados fendmenos a jusante da interacdo e insercdo na membrana externa como
insercdo e perda do potencial de membrana interna (Z. Yu et al. 2015), interferéncia na
respiragdo celular (Z. Yu et al. 2015; Subbalakshmi e Sitaram 1998; Brogden 2005) e

interferéncia na sintese proteica e fungdes celulares (Subbalakshmi e Sitaram 1998; Brogden
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2005; C. B. Park, Kim, e Kim 1998), possivelmente por interacdo com estruturas e moléculas
intracelulares como 0 RNA e DNA (C. B. Park, Kim, e Kim 1998).

Por sua vez, as polimixinas sdo lipopeptideos ciclicos nao-ribossomais que foram
originalmente descobertos em 1947 (Biswas et al. 2012). Dois membros, a polimixina-B e a
polimixina-E (colistina), sdo utilizados na clinica desde a década de 1960 para tratamento de
infeccBes por bactérias gram-negativas, mas com aplicagdo restrita ou substituida por outros
antibioticos, a partir da década de 1970, devido a alta nefrotoxicidade e neurotoxicidade
observada ap06s administracdo parenteral (Biswas et al. 2012; Z. Yu et al. 2015). Porém, o uso
de tais antibidticos aumentou a partir da década de 1990 como forma de tratar individuos
infectados com bactérias MDR, e, desde entdo, sdo utilizados como um dos ultimos recursos
terapéuticos para tratamento de infec¢fes bacterianas (Biswas et al. 2012; Z. Yu et al. 2015). A
polimixina-B (PmB) é um lipopeptideo produzido pelo bacilo gram-positivo Paenibacillus
polymyxa e sua estrutura é constituida de um heptapeptideo ciclico, uma cadeia lateral
tripeptidica e um &cido graxo no residuo N-terminal, diferindo da colistina apenas na
substituicdo de uma D-Leucina por uma D-Fenilalanina (Figura 4). Ainda, a PmB apresenta em
sua estrutura regides hidrofobicas (L-Leu, L-Phe e &cido graxo), assim ¢omo residuos basicos
de L-a-y-Dab, que tornam essa molécula policatibnica em pH 7,4 e confere propriedades
anfifilicas importantes (Z. Yu et al. 2015).
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Figura 4. Estrutura quimica da PmB. A marcacdo em azul e o nimero que a acompanha referem-se
respectivamente ao residuo de aminoécido e a ordem de numeracédo na estrutura. Ainda, a composigao do residuo
R6, que diferencia a PmB da colistina, esta anotada. Acido graxo: 4cido 6-metiloctanoico ou &cido isooctanoico;
Thr: treonina; Phe: fenilalanina; Leu: leucina; Dab: acido a,y-aminobutirico, sendo a ou y referentes ao respectivo
grupo -NH2 presente na ligagdo peptidica. Adaptado de Yu et al., 2015.
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Dessa forma, por apresentar tanto natureza lipofilica e residuos de carga positiva, a PmB
interage e se insere no LPS da membrana externa de gram-negativas tal como os AMPs
(Khondker et al. 2019; May e Grabowicz 2018; Rice e Wereszczynski 2018), provocando lise
de membrana e morte celular (Z. Yu et al. 2015). Esse fendmeno ocorre por deslocamento dos
fons Ca?* e Mg?* sobre a membrana e interagio com os fosfatos do LPS através dos grupos y-
amina protonados presentes nos residuos de Dab da PmB. Ainda, a insercdo ocorre logo em
seguida por parte da regido hidrofébica da molécula (Khondker et al. 2019; Z. Yu et al. 2015).
Nesse processo, 0 aumento da carga parcial negativa da membrana, assim como 0 maior
empacotamento das moléculas de LPS, respectivamente favorece e desfavorece a interacao e
insercdo da PmB na membrana externa (Khondker et al. 2019). A inser¢do enfraquece o
empacotamento dos lipideos, aumentando a expansdo da monocamada externa (Velkov et al.
2013; Hancock 1997), e assim facilita a formacdo de areas desestabilizadas que permitem a
PmB em atravessar a membrana externa bacteriana (Powers e Hancock 2003). Quando presente
no espago periplasmatico, a PmB interage com os fosfolipideos da membrana interna,
provocando lise desta membrana (Velkov et al. 2010; Hollmann et al. 2018). Adicionalmente,
foi observado que a PmB, tal como outros antibidticos bactericidas, também desencadeia a
producdo de superdxido, deslocamento dos centros ferro-enxofre e reacdo de Fenton
intracelular com producéo de radical hidroxil, indicando um fator metabdlico associado ao
fendmeno de morte provocado por PmB (Imlay 2013; Z. Yu et al. 2015; Kohanski et al. 2007).

Considerando a alta toxicidade observada para tratamentos com PmB na clinica (Biswas
et al. 2012), diversos trabalhos procuraram avaliar a associacao desse antibidtico com outros
agentes antimicrobianos (Hollmann et al. 2018), como forma de reduzir a toxicidade e o
surgimento de resisténcia bacteriana, e de tratar infecgdes polimicrobianas que nao séo trataveis
com a administracdo de uma Unica droga (Patel e Saravolatz 2006). Devido a capacidade da
PmB e AMPs em permeabilizarem a membrana de bactérias gram-negativas, interferindo na
sua funcgéo de barreira, foram observados sinergismos com antibioticos que agem no citoplasma
bacteriano, como a cefalosporina ciprofloxaxino, que inibe as topoisomerases Il e IV (Hollmann
et al. 2018), com azitromicina, potencializando os efeitos desse agente antimicrobiano em
bactérias MDR (L. Lin et al. 2015), e com tigeciclina, meropenem e moxifloxaxino em
Clostridium difficile, de forma dependente da capacidade dos AMPs em realizarem a
permeabilizacdo de membrana (Nuding et al. 2014). Adicionalmente, foi observado que
ampicilina (Amp) possui capacidade de reduzir o potencial de carga de membrana de bactérias,

favorecendo a ligagdo de AMPs e daptomicina, mas ndo de PmB, na membrana bacteriana
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(Sakoulas et al. 2012), sendo que o potencial sinergismo decorrentes da associacdo entre AMPs
enddgenos com peptideos catidnicos como PmB ou colistina ainda é subestimado no tratamento
de infeccBes bacterianas (Hollmann et al. 2018).

Como forma de evitar a atividade bactericida de PmB e AMPs, inlmeros mecanismos
de resisténcia existem em bactérias gram-negativas, que atuam principalmente no impedimento
da interacdo da PmB com a membrana externa bacteriana (Z. Yu et al. 2015). Desde que a PmB
foi descoberta na década de 50, foi verificado que os efeitos deste antibiotico depende da
interacdo com a carga da membrana e que a suplementacdo do meio com cations divalentes
como Ca?" e Mg?* protege a bactéria da lise de membrana, possivelmente por reforgar a camada
desses ions na superficie da membrana externa bacteriana, dificultando assim a interacdo da
PmB com os grupos fosfato do LPS (Newton 1953; Davis, lannetta, e Wedgwood 1971). Ainda,
foi verificado que a suplementagdo por Mg?* ndo impede a lise de lipossomos, sugerindo que o
efeito protetor desta suplementacéo poderia evitar a interagcdo da PmB com a membrana interna
de bactérias gram-negativas e outros constituintes periplasmaticos (C. C. Chen e Feingold
1972). Entretanto, tal mecanismo é discutivel ja que a constituicdo dos fosfolipideos presentes
nos lipossomos pode ndo mimetizar as interagdes mais complexas que ocorrem na superficie
da membrana externa bacteriana entre o LPS e esses cétions (C. C. Chen e Feingold 1972; Rice
e Wereszczynski 2018).

Além disso, as bactérias apresentam mecanismos orquestrados por genes Cromossomais
que conferem resisténcia a AMPs e PmB. Em gram-negativas, mecanismos de transducdo de
sinais simples, como os sistemas de dois componentes, sinalizam para a expressao proteinas
que promovem modificacdes na membrana dessas bactérias e conferem protecdo a agdo destes
agentes antimicrobianos (Simpson e Trent 2019; Z. Yu et al. 2015). Esses sistemas apresentam
um sensor quinase transmembrana que detecta a presenca de ions e moléculas no espaco
periplasmatico, promove uma auto-fosforilagdo em um residuo de histidina presente em sua
face citoplasmatica, que por sua vez transfere a fosforilagdo para um segundo constituinte que,
quando fosforilado, regula a expressao génica (Simpson e Trent 2019). Os sistemas de dois
componentes PhoP/Q e PmrA/B sdo dois dos mais importantes em bactérias gram-negativas, e
sdo responsaveis por promoverem modificacdes no LPS que protegem da acdo de AMPs (H. D.
Chen e Groisman 2013; Prost e Miller 2008; Z. Yu et al. 2015; Simpson e Trent 2019 - Figura
5).
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Figura 5. Os sistemas de dois componentes PhoP/Q e PmrA/B e as modifica¢cdes que promovem no LPS.
PhoP ¢ fosforilado no sistema PhoP/Q em baixas concentragdes de Mg?*, pH e na presenca de AMPs ou PmB, e
promove a expressdo de PmrD. Esta proteina, ou PmrB em altas concentragdes de Fe3*, fosforilam PmrA que por
sua vez leva a transcricao de diversos loci génicos que promovem modificagdes no LPS (como Wzz, PmrG, CptA,
ugd pbgP e pmrC). A sintese do O-PS é controlada por produtos do gene wzz. As proteinas PmrG e CptA sédo
responsaveis por modificagdes nos fosfatos presentes no em residuos de heptose (em azul) do oligossacarideo
central, enquanto os fosfatos presentes no lipideo A podem ser modificados por PmrC com fosfoetanolamina
(PEtN), ou por Ugd e PbgP com L-4-aminoarabinose (L-Ara4N). Adaptado de Yu et al., 2015.

O sistema PhoP/Q é ativado principalmente a baixas concentragdes de Mg?*, baixo pH,
ou na presenga de AMPs, enquanto o sistema PmrA/B ¢ ativado em altas concentragdes de
Fe3*e baixo pH. A deteccdo desses ions e moléculas desencadeiam a auto-fosforilagdo dos
sensores PhoQ e PmrB, que respectivamente fosforilam PhoP e PmrA (Simpson e Trent 2019).
A via PmrA/B pode ser ativada de forma independente ou pela via PhoP/Q, ja que PhoP, quando
fosforilado, promove a expressao de PmrD que conecta as duas vias, podendo ativar o sistema
PmrA/B independentemente da autofosforilacdo de PmrB (Kox, Wosten, e Groisman 2000;
Rubin et al. 2015), impedindo ainda a desfosforilagdo de PmrA (Simpson e Trent 2019). O fator
de transcricdo PmrA fosforilado promove a expressao de diversos loci génicos, incluindo Wzz,
PmrG, CptA, ugd, pbgP e PmrC (Z. Yu et al. 2015), que séo responsaveis por promoverem
diversas alteracdes no LPS (Figura 5). A maioria dessas proteinas promovem alteragdes nos
fosfatos presentes no oligossacarideo central e no lipideo A, no qual destacam-se as
transferéncias de fosfoetanolamina (pEtN), por PmrC, e L-4-aminoarabinose (L-Ara4N), por
Ugd e PbgP, nos fosfatos do lipideo A (Z. Yu et al. 2015).
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Essas alteracdes tém capacidade de reformular as dindmicas de interacao laterais do LPS
e destas com os cétions divalentes (Rice e Wereszczynski 2018), impedindo a interacdo e
insercdo de AMPs e PmB na membrana externa bacteriana (Z. Yu et al. 2015; Simpson e Trent
2019; Poirel, Jayol, e Nordmanna 2017). Ainda, as modificacfes promovidas por esses sistemas
de dois componentes funcionam como fatores de viruléncia importantes, como a ativagéo de
PhoP/Q em Salmonella typhimurium por quantidades micromolares de Mg?* em fagossomos,
protegendo essas bactérias da secrecdo de AMPs e favorecendo sua infec¢do no ambiente
intracelular (Garcia Véscovi, Soncini, e Groisman 1996).

Como essas vias dependem da ativacdo de genes cromossomais ndo-disseminaveis, até
entdo ndo havia preocupacdo da comunidade médica quanto a disseminacdo de genes de
resisténcia a acdo de polimixinas, favorecendo, assim, o uso dessa classe de antibidticos para o
tratamento de organismos MDR na clinica (Biswas et al. 2012; Z. Yu et al. 2015; Powers e
Hancock 2003). Entretanto, esse paradigma mudou em 2015, quando foi descoberto na China
um novo gene disseminavel em plasmideos, o mcr-1 (Liu et al. 2016), que confere a
transferéncia de pEtN no fosfato do lipideo A independentemente do estado de ativacdo dos
sistemas de dois componentes (Liu et al. 2017) e dificulta a interacdo da PmB no LPS (Rice e
Wereszczynski 2018). Desde entdo, diversos estudos identificaram a presenca de mcr-1 em
amostras clinicas e pecudrias de diversos paises (Doumith et al. 2016; Moon et al. 2020; Garcia-
Menifio et al. 2019) sendo descritos, até 0 momento, 10 membros dessa familia de genes (Wu
et al. 2021).

Dessa forma, novas estratégias de combate a bactérias MDR se fazem necessarias. Ao
longo dos Gltimos anos nosso grupo vem trabalhando com o potencial das galectinas na terapia
antibacteriana (Stowell et al. 2010). Foi descrito que alguns membros dessa familia de lectinas
reconhecem a por¢do O-PS do LPS de gram-negativas e glicanas de bactérias gram-positivas
(Stowell et al. 2014), e provocam a morte especifica desses organismos com perda de
integridade de membrana (Stowell et al. 2014; 2010). Entretanto, estudos que avaliam o impacto

desse fendmeno na terapia antibacteriana ainda sao escassos.

15



1.4. Galectinas e seu papel no controle de doengas bacterianas

As galectinas sdo lectinas sollveis que caracterizam-se por realizarem interacoes
especificas e reversiveis de glicanas contendo B-galactosideos (Barondes et al. 1994). Essas
lectinas medeiam diversos processos como diferenciacao celular e organizacao tecidual (Leffler
et al. 2002), e regulacdo da homeostase imunoldgica (Yang, Rabinovich, e Liu 2008;
Rabinovich e Toscano 2009), incluindo fungdes importantes de reconhecimento e controle de
patdgenos na imunidade inata (Sato e Nieminen 2002; Vasta 2009). Sdo conhecidos 15
membros de galectinas em mamiferos, sendo encontradas tanto em ambiente intracelular quanto
extracelular (Stowell, Cummings, e Walker 2015). Além disso, sdo classificadas de acordo com
a disposicao e estrutura de seus dominios de reconhecimento de carboidrato (CRDs — do inglés
“Carbohydrate Recognition Domain” - Figura 6): i) Galectinas prototipicas que apresentam
apenas um CRD e existem como monémeros ou homodimeros. Integrantes conhecidos desse
grupo séo Gal-1, Gal-2, Gal-5, Gal-7, Gal-10, Gal-11, Gal-13, Gal-14 e Gal-15; ii) Galectinas
quimeéricas que apresentam um CRD e uma extensdo N-terminal desordenada, cujo Unico
representante conhecido € a Gal-3; iii) Galectinas tandem repeat que apresentam dois CRDs
distintos, um N-terminal e outro C-terminal, conectados por um peptideo ligador de tamanho
variavel de 5 a 50 aminodcidos. S&o integrantes Gal-4, Gal-6, Gal-8, Gal-9 e Gal-12 (Stowell,
Cummings, e Walker 2015).

Prototipica Quimérica Tandem Repeat
Apenas um CRD Um CRD e uma extenséo Dois CRDs distintos
N-terminal
» %
1
»@ ,
Homodimero Oligébmero Dimero

Figura 6. Classificagdo das galectinas. Os trés subgrupos de galectinas em relacéo as estruturas, disposi¢Ges dos
CRD e oligomerizacdo. Adaptado de Stowell, Cummings e Walker, 2015.
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A interacdo das galectinas com seus respectivos ligantes varia dependendo da
composicdo estrutural do carboidrato e da galectina/dominio que realiza a interacdo (Nio-
Kobayashi et al. 2014; Rabinovich e Toscano 2009), sendo que diversas modificacbes como
fucosilacdo, sialilacdo e sulfatacdo nas glicanas afetam a afinidade de interacdo de galectinas
(Stowell, Cummings, e Walker 2015). Ainda, o potencial de oligomerizagéo das galectinas na
presenca de ligantes desempenha um papel importante em sua funcdo biolégica. A partir da
oligomerizacdo e da capacidade de ligacdo nas glicanas por meio de CRDs distintos, como no
caso dos membros da grupo tandem repeat, as galectinas realizam ligacdes do tipo homotipica
e heterotipica, que, respectivamente, realizam pontes entre glicanas idénticas e distintas,
formando microambientes de estruturas complexas contendo essas proteinas com seus
respectivos ligantes, sendo esse fendbmeno de importancia fundamental em suas funcGes
bioldgicas (Vasta 2009; Di Lella et al. 2011; Vasta et al. 2017).

A galectina-4 (Gal-4) é um membro do subgrupo tandem repeat de peso molecular de
aproximadamente 36 kDa. Sua estrutura consiste em dois CRDs, um presente no dominio N-
terminal e outro no C-terminal conectados por um peptideo ligador, que apresentam interacdes
distintas com glicanas (Rustiguel et al. 2016). E codificada pelo gene LGALS4 localizado no
cromossomo 19 g13.2, sendo que a sequéncia de RNA de ~1 kb traduzida € resultado do
splicing de 9 exons (Cao e Guo 2016; Barondes et al. 1994). Assim como todos os membros da
familia de galectinas, ndo é glicosilada e ndo apresenta peptideo sinal para transporte via
reticulo endoplasmaético, sendo que sua secrecao para o ambiente extracelular ocorre por uma
via ndo classica (Cao e Guo 2016). Dessa forma, pode ser encontrada tanto em ambientes
intracelulares como extracelulares, incluindo a circulagdo (Leffler et al. 2002), e €
constitutivamente expressa no epitélio da mucosa oral, esdfago, intestino e colon (Huflejt e
Leffler 2003). Ainda, a expressao diferencial de Gal-4 ocorre em diversos tecidos sob processos
de homeostasia e patoldgicos como no cancer (Belo et al. 2013; Conde-Rodriguez et al. 2020;
Hayashi et al. 2013), inflamacao intestinal e na regulacédo da funcéo de células T (Paclik et al.
2008; Hokama et al. 2004).

Por sua vez, a galectina-3 (Gal-3) é o Gnico membro conhecido do subgrupo quimérico
de galectinas em mamiferos, que apresenta um peso molecular de aproximadamente 26 kDa
(Barondes et al. 1994). E constituida por um dominio globular C-terminal, que contém o seu
CRD, e uma cauda N-terminal desordenada que apresenta aminoacidos in tandem, que sao
essenciais para a fungéo biologica dessas lectinas (Kuwabara e Liu 1996). Apesar da observagao

inicial da Gal-3 formar pentdmeros por meio de seu dominio N-terminal na presenca de ligantes
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(Ahmad et al. 2004), a oligomerizacdo desta lectina é complexa e esse conceito é
constantemente questionado ou atualizado (Chiu et al. 2020; Lepur et al. 2012; Y. H. Lin et al.
2017). Ainda, a Gal-3 € codificada pelo gene LGALS3 localizado no cromossomo 14 g22.3 de
6 exons que, apos splicing, uma fase de leitura aberta de 750 bases € traduzida para o produto
final de 250 aminoé&cidos (Raz et al. 1991; Yuko et al. 1991; Kadrofske, Openo, e Wang 1998).
A expressao de Gal-3 é realizada em diversos 6rgdos e tecidos como o trato digestivo e
urogenital (Nio-Kobayashi et al. 2014), pulmdes (Nishi et al. 2007), sangue (Yan et al. 2016),
rins e coracdo (Diaz-Alvarez e Ortega 2017) e em células como do sistema imunologico,
participando na diferenciacdo dessas células, na homeostasia e em processos inflamatorios (Li
et al. 2008; MacKinnon et al. 2008; Stowell et al. 2008).

Adicionalmente, muitos trabalhos relataram a importancia de galectinas em processos
infecciosos, tanto favorecendo como desfavorecendo a infeccdo (Vasta 2009). Essas lectinas
podem atuar tanto nas células teciduais e do sistema imunoldgico no decorrer desses processos
(Li et al. 2008; Ferraz et al. 2008; Jenny Almkvist e Karlsson 2002; J. Almkvist et al. 2001), ou
pela ligacdo direta em glicanas de patégenos como virus (Toledo et al. 2014; Mercier et al.
2008; Ouellet et al. 2005), parasitas (Pelletier e Sato 2002; Kleshchenko et al. 2004), fungos
(Fradin, Poulain, e Jouault 2000; Kohatsu et al. 2006) e bactérias (John et al. 2002; Lujan et al.
2018).

Em relacdo as bactérias, as fungbes desempenhadas por galectinas durante o processo
infeccioso sdo inimeras e multifacetadas, que vado desde a regulacdo das células do sistema
imunoldgico e funcBes celulares, ligacdo e agregacdo dos patdgenos, potencializando ou
resolvendo eventos patogénicos. A Gal-3 possui efeitos anti-inflamatérios em macréfagos
estimulados por LPS (Li et al. 2008), diferenciando-os para a tipagem M2 (MacKinnon et al.
2008; Ferraz et al. 2008), o que favorece a infeccdo por impedir a polarizacdo para a resposta
do tipo Thl responsavel pelo combate a bactérias intracelulares. Por outro lado, a Gal-3
apresenta efeitos pro-inflamatdrios em neutrofilos ativados por LPS (J. Almkvist et al. 2001),
ou mesmo ligando-se no LPS como forma de potencializar o processo de ativagdo de suas
funcgbes antimicrobianas (Fermino et al. 2011). Adicionalmente, durante a infecgéo por H.
pylori a Gal-3 é exportada do nucleo e atua na ativacdo de NF-«B e secre¢do de IL-8, (Subhash
e Ho 2016), se liga nessas bactérias evitando sua adeséo e seus efeitos de induzir apoptose em
células epiteliais gastricas (Subhash, Ling, e Ho 2016), e ainda agrega H. pylori, evitando sua
entrada nas glandulas gastricas e controlando a infec¢do (A. M. Park et al. 2016). A Gal-3 pode

ainda atuar como uma opsonina em bacteérias, facilitando a fagocitose na microglia (Cockram,
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Puigdellivol, e Brown 2019), é diferencialmente expressa nas formas lepromatosa e
tuberculoide da lepra (Chung et al. 2013), e possui papel debatido na sepse bacteriana (Fermino
et al. 2011; Li et al. 2008). Além disso, a infec¢do intestinal por S. enterica Typhimurium
estimula a expressdo de galectina-9 (Gal-9) na lamina prépria de macrofagos, estimulando a
formagéo de inflamassomas e clivagem de caspase-1 que culmina na liberagdo de IL-1p,
estimulando a funcdo de macrofagos e sua expressdo de Gal-9 em um sistema de feedback
positivo (X. Yu et al. 2018). Por sua vez, a expressdo de galectina-1 (Gal-1) é aumentada na
infeccdo por C. trachomatis e favorece a adesdo e internalizacdo bacteriana através da ligacéo
trans-heterotipica entre glicanas do patdgeno e do hospedeiro, aumentando a taxa de infecgéo
in vitro e in vivo (Lujan et al. 2018).

Além desses efeitos, um achado surpreendente foi que galetinas também possuem
potencial de provocar a morte direta de bactérias através de seu reconhecimento lectinico
(Stowell et al. 2014), e o estudo que descreveu o potencial bactericida de Gal-4 e galectina-8
(Gal-8) em E. coli O86 foi o primeiro a ter caracterizado esse fendomeno (Stowell et al. 2010).

A bactéria Escherichia coli, encontrada principalmente no intestino de vertebrados de
sangue quente, apresenta mais de 180 variantes de antigeno O, que, junto ao antigeno K
responsavel pela cépsula e o antigeno H do flagelo, comp&em seus principais marcadores de
sorotipagem (Orskov e Orskov 1977; Whitfield e Trent 2014; Varki et al. 2009). Muitos
trabalhos associam a influéncia de marcadores sorotipicos na viruléncia dessas bactérias,
conhecida por assumir relacdes tanto comensais como infecciosas com seus hospedeiros
(Gritsenko & Bukharin, 2000). Nos estudos de caracterizacdo das variantes do antigeno O de
E. coli, notou-se que o sorotipo O86 possui capacidade de estimular a producdo de anticorpos
anti-grupo eritrocitario do tipo B humano (Springer, Horton, & Forbes, 1959), sendo essa
observacao muito discutida como hipdtese da presenca dessas bactérias estimularem a producéo
desses anticorpos em individuos com sangue do tipo A e O (Springer e Horton 1969). Ainda, a
estrutura do O-PS deste sorotipo, posteriormente determinada, evidenciou a regido em comum
entre ambas as glicanas (Andersson, Carlin, Leontein, Lindquist, & Slettengren, 1989 - Figura
7), evidenciando um mimetismo molecular para evasao da imunidade adaptativa de individuos
com sangue tipo B devido a delecdo de anticorpos autorreativos (Yi et al. 2005; Feng et al.
2005).
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Antigeno B Humano Unidade Repetida 086

Legenda:
O aal

[0 GalNAc
W GlcNAC

A Fuc

Figura 7. Comparacéo da estrutura do antigeno B humano com 086. Tracejado indica a regido Gal a-3 (Fuc
a-2) Gal de atividade do antigeno eritrocitario humano do tipo B.

Nesse contexto, foi identificado que Gal-3, Gal-4 e Gal-8 reconhecem especificamente
0 grupo sanguineo do tipo B e 0 O-PS de E. coli (Stowell et al. 2010), nas quais Gal-4 e Gal-8
promovem a morte direta desta bactéria via reconhecimento lectinico sem a necessidade de
ativacdo do sistema complemento e demais mecanismos microbicidas da imunidade inata,
sendo que também ndo provocaram a lise de eritrocitos do tipo B (Stowell et al. 2010). Gal-4 e
Gal-8 sdo membros do grupo tandem repeat e foi demonstrado que o reconhecimento em E.
coli 086 ocorre por meio dos dois CRDs, o efeito bactericida ocorrendo, porém, apenas por
meio da interacdo lectinica do dominio C-terminal. Além disso, a morte observada é rapida e
promove o desmantelamento da parede celular bacteriana, conforme demonstrado em videos e
imagens de microscopia eletronica apresentadas no artigo. Ainda, quando ausente a unidade de
repeticdo O de E. coli O86, por meio da auséncia do gene que codifica a ligase waal., ou quando
presentes os carboidratos inibidores lactose ou tiogalactosideo, ndo ocorre reconhecimento e
morte dessas bactérias (Stowell et al. 2010). Tratando-se de imunidade inata, o fenémeno em
questdo destaca-se por aliar per si duas caracteristicas importantes: o reconhecimento especifico
de glicanas, com capacidade de flagrar uma adaptacdo de mimetismo molecular, a um
mecanismo efetor intrinseco que provoca a morte imediata dessas. Além disso, devido ao perfil
de expressdo acentuada no epitélio intestinal, acredita-se que essas galectinas possam
desempenhar papel importante no controle da microbiota intestinal, agindo de forma rapida e
especifica sobre bactérias potencialmente virulentas (Stowell et al. 2010; Cao e Guo 2016).
Desde entdo, diversos trabalhos descreveram o papel do reconhecimento lectinico por
parte de galectinas na promog¢éo de morte de diveros patdgenos humanos (Stowell et al. 2014;
A. M. Park et al. 2016; Sasaki et al. 2020). Foi relatado que Gal-3, que se liga em E. coli O86
sem provocar sua morte, tem efeitos bactericidas em H. pylori (A. M. Park et al. 2016), assim
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como Gal-2 (Sasaki et al. 2020). Ainda, por meio de uma estratégia por glycan array, Stowell
e colaboradores identificaram diversos patdégenos gram-negativos e gram-positivos, que
apresentam a determinante de glicana a-gal, e sdo reconhecidos e mortos por galectinas
(Stowell et al. 2014). No entanto, o reconhecimento ndo se resume a presenca de o-gal e a lista
de bactérias reconhecidas por galectinas humanas, assim como os efeitos antibacterianos
devidos a este reconhecimento, se encontra na Tabela 2. Ainda, na ultima década diversos
trabalhos caracterizaram galectinas de animais como equinodermos (Zhang et al. 2020),
mexilhdes (Garcia-Maldonado, Cano-Sanchez, e Hernandez-Santoyo 2017) e insetos
(Sreeramulu et al. 2018) com potencial de provocar a morte de patégenos, destacando a
importancia evolutiva dos efeitos antimicrobianos dessas lectinas na imunidade de organismos

gue ndo apresentam imunidade adaptativa (Loker et al. 2004).

Tabela 2. Reconhecimento de bactérias por galectinas humanas e seus efeitos antibacterianos associados.

Bactéria Galectinas Efeitos identificados Referéncias
Reconhecimento Bactericida ~ Bacteriostatico

E. coli O86 -3 Sim (Stowell et al. 2010)

E. coli O86 -4, -8 Sim Sim (Stowell et al. 2010)

P. alcalifaciens O5 -3,-4,-8 Sim Sim (Stowell et al. 2014)

K. pneumoniae O1 -3,-4,-8 Sim Sim (Stowell et al. 2014)

S. marcescens 020 -4 Sim Sim (Stowell et al. 2014)

H. influenza -8 Sim Sim (Stowell et al. 2014)

S. agalactiae (GBS A909) -8 Sim Sim (Stowell et al. 2014)

E. coli 0128 -4 Sim (Stowell et al. 2014)

E. coli 040 -4 Sim (Stowell et al. 2014)

P. vulgaris O45 -4 Sim (Stowell et al. 2014)

P. alcalifaciens O6 -4 Sim (Stowell et al. 2014)

E. coli O55 -4 Sim (Stowell et al. 2014)

S. pneumoniae type 70 -4 Sim (Stowell et al. 2014)

P. vulgaris O47 -4 Sim (Stowell et al. 2014)

K. pneumoniae O8 -4 Sim (Stowell et al. 2014)

S. enterica 013 -4,-8 Sim (Knirel et al. 2014)

E. coli O19ab -4,-8,-9 Sim (Knirel et al. 2014)

H. pylori Sydney linhagem 1 -3 Sim (A. M. Park et al. 2016)

S. pneumoniae type 3 -3 Sim (Farnworth et al. 2008)

N. gonorrhoeae mkC -3 Sim (John et al. 2002)

N. gonorrhoeae F62 -3 Sim (John et al. 2002)

N. gonorrhoeae 1291 -3 Sim (John et al. 2002)

N. gonorrhoeae 15253 -3 Sim (John et al. 2002)

N. meningitidis MC58 -3 Sim (Quattroni et al. 2012)

N. meningitidis Z2491 -3 Sim (Quattroni et al. 2012)

N. meningitidis 8013 -3 Sim (Quattroni et al. 2012)

N. meningitidis FAM18 -3 Sim (Quattroni et al. 2012)

N. meningitidis H44/76 -3 Sim (Quattroni et al. 2012)

C. trachomatis -1 Sim (Lujan et al. 2018)

S. pneumoniae type 1 -1,-3 Sim (Nita-Lazar et al. 2015)

S. pneumoniae type 14 -1,-3 Sim (Nita-Lazar et al. 2015)

P. aeruginosa ATCC 19660 -3 Sim (Gupta et al. 1997)

B. longum subsp. infantis (ATCC 15702) -3 Sim (Kavanaugh et al. 2013)

B. longum subsp infantis (ATCC 15697) -3 Sim (Kavanaugh et al. 2013)

H. pylori (ATCC 43504) -2 Sim Sim (Sasaki et al. 2020)
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Entretanto, pouco se sabe sobre o mecanismo de acdo desse fendmeno e das
semelhangas que apresenta com outros mecanismos bactericidas conhecidos, como a indugéo
de radical hidroxil por meio da inducéo da reacéo de Fenton intracelular (Kohanski et al. 2007),
e com mecanismos de resisténcia bacterianos. Considerando que, em patdgenos gram-
negativos, os alvos de ligacdo de galectinas estdo majoritariamente presentes na determinante
O-PS do LPS desses organismos (Stowell et al. 2014; 2010; S K Gupta et al. 1997), e os efeitos
bactericidas de galectinas provocam perda de integridade de membrana (Stowell et al. 2010; A.
M. Park et al. 2016), de forma semelhante a AMPs e polimixinas (Velkov et al. 2010; Kalfa et
al. 2001), € possivel que esses efeitos sejam dependentes dos mecanismos de resisténcia a
AMPs e sejam inibidos por alteracGes no lipideo A. Ainda, o impacto da associacdo dessas
galectinas com outros agentes antimicrobianos utilizados na clinica até o0 momento ndo foi
investigada.

Seguindo nessa linha, e devido a singularidade desse fendmeno ainda pouco explorado
pela literatura, nds nos questionamos se essa relacdo entre lectinas e glicanas pode oferecer uma
plataforma de estudo inovadora para o desenvolvimento de alternativas terapéuticas contra
bactérias, sendo fonte de possiveis mecanismos ainda ndo explorados pelas vias antibidticas
convencionais. Neste trabalho, n6s adotamos a E. coli 086 como um modelo para caracterizar
a interacdo de galectinas no O-PS, devido a esse organismo ser reconhecida por Gal-4 e Gal-3,
que respectivamente provoca e ndo provoca sua morte, e a associagdo dessas lectinas com
outros agentes antimicrobianos. Ainda, o LPS é um alvo evolutivamente preservado nas
bactérias e de grande importancia, principalmente no que tange a resisténcia a AMPs e
polimixinas.

Sendo assim, este trabalho se prop6e a caracterizar o efeito bactericida Gal-4 sobre essas
bactérias, a construir um modelo de interacdo por dindmica molecular como suporte para
investigacdo desse fendmeno, e ainda avaliar o impacto da ligagdo de Gal-4 e Gal-3 ao O-PS
no mecanismo de resisténcia a AMPs e da associacdo dessas lectinas com outros agentes
antimicrobianos. Entendemos que € de interesse clinico a identificacdo de mecanismos de acéo
ndo contemplados pelos antibidticos atuais e, portanto, este trabalho torna-se importante tanto
para a exploracdo biotecnoldgica e terapéutica desses componentes do sistema imunoldgico
qguanto para o entendimento da importancia do LPS como alvo de reconhecimento e acéo

bioldgica nestes organismos.
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2. OBJETIVO
Caracterizar o efeito bactericida de Gal-4 frente a mecanismos conhecidos e de
resisténcia a AMPs e 0 impacto da associacdo de Gal-4 e Gal-3 na atividade de outros agentes

antimicrobianos.
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3. MATERIAIS E METODOS

A lista de reagentes e solucdes utilizados no desenvolvimento deste trabalho se encontra

na se¢do “Apéndice”.

3.1. Producdo das galectinas humanas recombinantes

As produgdes das galectinas humanas recombinante utilizadas neste trabalho, galectina-
1 (Gal-1), galectina-3 (Gal-3), galectina-4 (Gal-4) e a forma truncada da galectina-3, que
apresenta somente o dominio C-terminal contendo o CRD (Gal-3C), foram realizadas em
sistema procarioto de Escherichia coli, sendo: i) Gal-4: cepa Rosetta transformadas com o vetor
PET-28 contendo o fragmento génico referente a fase aberta de leitura do gene da Gal-4 humana
(LGALS4); i) Gal-3: cepa BL21 transformadas com vetor contendo o fragmento génico
referente a fase aberta de leitura do gene da Gal-3 humana (LGALS3); iii) Gal-1: cepa M15
transformadas com o vetor PQU-50 contendo o fragmento génico referente a fase aberta de
leitura do gene da Gal-1 humana (LGALS1) e iv) Gal-3C: cepa Rosetta-pLysS-DE3
transformadas com o plasmideo pET-29%+) contendo o fragmento génico referente aos
nucleotideos 432 a 753 da sequéncia do gene da Gal-3 humana (LGALS3). Estas bactérias foram
armazenadas em freezer -80 °C em estoques de glicerol 25% até 0 momento do uso. A estratégia
de purificacdo das galectinas, adotada para todas as preparacdes, foi por afinidade lectinica
especifica com uso de coluna de o-lactose-agarose (Sigma-Aldrich).

Inicialmente foram inoculados 20 pL dos respectivos estoques de suspensdes
bacterianas em tubos conicos com 10 mL de meio LB estéril suplementados com os seguintes
antibioticos: i) Gal-4: canamicina (25 pg/mL) e cloranfenicol (34 ug/mL); ii) Gal-3: ampicilina
(50 pg/mL); iii) Gal-1: canamicina (25 pg/mL) e cloranfenicol (34 ug/mL) e iv) Gal-3C:
canamicina (25 ug/mL) e cloranfenicol (34 pg/mL). As suspensdes foram incubadas em
agitador orbital a 180 resolucdes por minuto (rpm) e 37 °C por 16 horas. Apos esse tempo, as
suspensoOes foram diluidas na proporcao de 1:100 em erlenmeyers de 2 L com 500 mL de meio
LB suplementados com as respectivas solucdes de antibidticos, e estes colocados em agitador
orbital a 180 resolucdes por minuto (rpm) e 37 °C até a leitura da Densidade Optica 600 nm
(D.0.600nm) atingir valor proximo a 0,45.

A inducdo da expressdo das galectinas foi realizada com o uso de IPTG (B-D-1-
tiogalactopirandsido de isopropilo, do inglés “Isopropyl B-D-1-thiogalactopyranoside™) e
incubacdo em agitador orbital a 180 rpm. As condic¢des foram: i) Gal-4: 100 uM de IPTG e
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incubacédo a 25 °C por 24 horas; ii) Gal-3: 500 uM de IPTG e incubagéo a 37 °C por 4 horas;
iii) Gal-1: 500 uM de IPTG e incubacg&o a 37 °C por 4 horas e iv) Gal-3C: 250 uM de IPTG a
37 °C por 3 horas. Passado o tempo, os volumes foram centrifugados a 4 °C a 6000 x g por 10
minutos, concentrados em um Unico pellet para cada preparacdo de bactérias, e armazenados
em freezer -80 °C.

Os pellets foram descongelados em banho de gelo e em solugéo de lise contendo PBS
(do inglés “Phosphate Saline Buffer” - Tampéao Fosfato Salino) + -mercaptoetanol (14 mM),
e suplementada com lisozima (100 ug/mL), RNAse (10 ug/mL), DNAse (10 ug/mL) e 1 tablete
de inibidor de protease/10mL (Complete Mini, EDTA-free protease inhibitor cocktail, Roche
Diagnostics). Em seguida, as suspensdes foram homogeneizadas com pipeta de bulbo,
armazenadas em gelo por 40 minutos, sonicadas em 8 ciclos continuos de 30 segundos a 40 W
com intervalos de 40 segundos e posteriormente centrifugadas a 10000 x g e 4 °C por 40
minutos.

Os sobrenadantes dos lisados bacterianos brutos foram adicionados em coluna com
resina de afinidade a-Lactose-Agarose (Sigma Aldrich), pré-equilibrada com PBS adicionado
de 14 mM de B-mercaptoetanol (tampdo de lavagem). O material ndo ligado foi coletado e
readicionado a coluna. A lavagem foi realizada com 10 volumes de tampdo de lavagem e a
eluicdo com o mesmo tampao, acrescido de 100 mM de a-lactose. Foram coletadas fracGes de
1,0 mL em microtubos de 1,5 mL e as concentraces foram aferidas em NanoDrop 2000
(Thermo Fisher — Waltham, MA, EUA) a 280 nm com a aplicacdo dos seguintes parametros: i)
Gal-4: £/1000 = 37,60 e MM = 35,94 kDa; ii) Gal-3: ¢/1000 = 35,97 e MM = 26,15 kDa; iii)
Gal-1: €/1000 = 8,40 e MM = 14,78 kDa e iv) Gal-3C: £/1000 = 9,97 e MM = 16,16 kDa.

As fragdes de concentracdo igual ou maior a 0,5 mg/mL foram reunidas, divididas em
aliquotas e armazenadas em freezer -80 °C até o momento do uso. O armazenamento de
galectinas na presenca de lactose e B-mercaptoetanol, respectivamente seu carboidrato hapteno
especifico e um agente redutor, garantem a preservacdo de sua atividade e possibilitam o
armazenamento em freezer. A a-lactose ¢ o B-mercaptoetanol foram removidos das amostras
de galectinas purificadas com auxilio de coluna de exclusdo molecular (PD10 Desalting
column, GE Healthcare) pré-equilibrada com PBS, e as fragdes coletadas monitoradas em
NanoDrop 2000 (Thermo Fisher) e esterilizadas por filtragem com o uso de membranas de 0,22
uM.
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3.2. SDS-PAGE

Ensaio de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de agente desnaturante
dodecil sulfato de sdédio (SDS — do inglés “Sodium Dodecyl Sulfate”) e agente redutor -
mercaptoetanol foi realizado como forma de definir o grau de homogeneidade das preparacoes
de galectinas purificadas. O gel foi preparado na proporcéo de 30:8 (m/m) de acrilamida/bis-
acrilamida, Tris-HCI 125 mM e SDS 0,1%, cuja polimerizagéo foi iniciada pela reacdo entre
persulfato de amonia (0,5% m/m) e tetrametiletilenodiamina (Temed — 16 mM). O gel
preparado foi composto por duas fases com concentracfes de polimerizacdo distintas: um gel
superior de empacotamento a 5% e um gel inferior de separacéo a 12%. As amostras aplicadas
ao gel foram solubilizadas em tampdo de amostra desnaturante e redutor de proteinas. Como
referéncia de massa molecular foi utilizada uma mistura de proteinas padrdo com massas
moleculares conhecidas (PageRuler™ Plus Prestained Protein Ladder — Thermo Scientific). A
corrida eletroforética foi realizada com uma fonte Electroforesis Power Supply EPS 601 (GE
Healthcare) com corrente fixa de 20 mA e voltagem 300 V por 2 horas ou até que as amostras
atingissem ~ 1,0 cm do final do gel. Em seguida, os géis foram corados com solucéo de azul

brilhante por 60 minutos e descorados a trocas sucessivas com solucdo aguosa e aquecimento.

3.3. Bactérias

As linhagens de E. coli 086 selvagem e Awaal (ligase’) que, respectivamente,
expressam e nao expressam a unidade de repeticdo O com atividade do grupo eritrocitéario
humano do tipo B em seu LPS, foram cedidas pelo professor Dr. Sean Stowell da Emory School
of Medicine Atlanta — Georgia (EUA). A linhagem E. coli NCTC 13846 foi adquirida
comercialmente através da Controllab (Rio de Janeiro, RJ, Brasil). Os estoques das linhagens
foram preparados por meio do isolamento de col6nias em meio de cultivo Agar MH (Mueller-
Hinton), para crescimento de inoculos isolados em meio LB até a fase estacionaria. Estas
suspensdes bacterianas foram entéo adicionadas em proporcdo 1 : 1 em solugéo LB adicionado
de 50% glicerol e armazenadas em freezer -80 °C até 0 momento do uso. A presenca do antigeno
O no LPS de E. coli 086, alvo da ligacdo de Gal-4 e Gal-3, ou a auséncia desse carboidrato em
E. coli O86 Awaal foi avaliada por meio de ensaio de perda de viabilidade na presenca de Gal-
4. A verificacdo da resisténcia intrinseca da E. coli NCTC 13846 a polimixina-B (PmB) foi
realizada por meio da afericdo da concentragdo inibitéria minima deste antibiotico para a

bactéria.
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3.4. Obtencéo de E. coli O86 MCR-1* e E. coli 086 AwaaL MCR-1*

Como forma de obtermos as formas de E. coli O86 selvagem e Awaal que apresentem
0 gene mcr-1 de resisténcia a acdo de PmB e AMPs, nds transformamos essas bactérias com o
plasmideo pMQ124 contendo o gene mcr-1 (pMQ124-mcr-1), gentilmente cedido pelo prof.
Dr. Yohei Doi da University Pittsburgh School of Medicine — Pittsburgh (EUA). A estratégia
adotada foi o preparo de E. coli O86 e E. coli 086 AwaaL eletrocompetentes e a transformacéo
dessas bactérias com o plasmideo por ensaio de eletroporacéo, por meio de protocolo adaptado
de Sambrook (Sambrook e Russell 2006).

3.4.1 Preparo de E. coli O86 e E. coli 086 AwaalL. eletrocompetentes

E. coli O86 e E. coli O86 AwaaL foram inoculadas por 16 horas a 37 °C em tubos
conicos de 50 mL contendo 10 mL de meio LB. Apds este tempo, 2 mL de cada suspensao
foram adicionados em erlenmeyer de 1 L contendo 150 mL de meio LB suplementado com 1,5
mL de solucéo de glucose a 20% e os frascos foram colocados em shaker, incubados a 200 rpm
e 37 °C, até que a leitura da D.O.s0onm atingisse valor proximo a 0,4. Posteriormente, cada
suspensdo foi colocada em gelo e centrifugada em um tubo cénico de 50 mL a 4000 x g e 4 °C
por 15 minutos. O sobrenadante foi descartado e o processo foi repetido, adicionando-se um
novo volume da suspenséo sobre o pellet, até que todo o volume presente no erlenmeyer ficasse
concentrado neste pellet. As células foram entdo lavadas com solucdo de glicerol 10%,
adicionando-se inicialmente 10 mL desta solucdo para ressuspensao do pellet, com auxilio de
uma pipeta de bulbo, para entéo adicionar mais 40 mL da solugéo e centrifugar a 4000 x g por
15 minutos a 4 °C. O sobrenadante foi descartado e o processo foi repetido mais trés vezes até
que o pellet restante fosse ressuspendido em 300 pL de glicerol 10%, a suspensdo dividida em
microtubos de 1,5 mL em aliquotas de 100 pL, ¢ esses tubos armazenados imediatamente em
freezer a -80 °C.

3.4.2. Transformacéo das E. coli O86 e E. coli O86 Awaal por eletroporagdo com o
plasmideo pMQ124-mcr-1

A transformacéo por eletroporagéo foi realizada nas E. coli O86 e E. coli O86 AwaalL
eletrocompetentes preparadas. Estas bactérias foram inicialmente retiradas do freezer -80 °C e
descongeladas em gelo. Foram entéo adicionados 1 pL da solug¢do de 40 ng/ul do plasmideo
pMQ124-mcr-1 ou H20 como controle, e 100 pL. de cada suspensédo foram adicionados em

cubetas de eletroporacdo. A eletroporacdo foi realizada por meio do programa Ecl do
29



eletroporador MicroPulser (Bio-Rad — Hercules, EUA) em voltagem de 2,5 kV. Apds este
processo, foram adicionados imediatamente 900 puL de meio LB e as suspensdes foram
incubadas em shaker por 45 minutos a 37 °C e 200 rpm. Decorrido este tempo, foram
inoculados 100 pL das suspensdes sobre placas com meio LB agar, suplementado ou ndo com
gentamicina (50 pug/mL), e estas foram incubadas por 16 horas a 37 °C. De placas com meio
LB suplementado com gentamicina, advindas de amostras transformadas com o plasmideo
pMQ124-mcr-1, coldnias isoladas foram inoculadas em tubos conicos de 50 mL contendo 10
mL de meio LB suplementado com gentamicina (50 pg/mL) e PmB (1 pg/mL), e estes tubos
foram incubados em shaker por 16 horas a 37 °C e 200 rpm. As suspensdes resultantes de E.
coli O86 selvagem ¢ Awaal transformadas com pMQ124-mcr-1 (respectivamente E. coli O86
MCR-1" e E. coli 086 AwaalL. MCR-1*) foram adicionadas em proporcédo 1 : 1 em solugdo LB

adicionado de 50% glicerol e armazenadas em freezer a -80 °C até o momento de uso.

3.5. Condic¢oes de crescimento

A padronizacdo das condi¢bes de crescimento das bactérias para realizacdo dos
experimentos seguintes foi obtida através da aferi¢do de curvas de crescimento como forma de
obter a correlacdo entre UFC/mL (Unidades Formadoras de Colonia por mL) e D.O.soonm,
conforme descrito anteriormente (Arthur, Cummings, e Stowell 2015). Brevemente, 20 puL de
aliquotas de E. coli 086 armazenada em freezer -80 °C a glicerol 25% foram inoculadas em 1
mL de meio LB em tubos conicos de 15 mL e estes incubados 37 °C e 180 rpm por 16 horas.
Passado esse tempo, 100 uL foram inoculados em 10 mL de meio LB em tubo conico de 50 mL
e incubados a 37 °C e 180 rpm, sendo a D.0O.s00nm monitorada até atingido valor proximo a 0,45.
Em seguida, 100 pL dessa suspensdo foram inoculadas em 50 mL de meio LB em Erlenmeyer
de 250 mL e incubadas a 37 °C e 180 rpm. Aliquotas de 1 mL foram retiradas nos tempos O,
30, 60, 90, 120, 150 e 180 minutos, sendo uma parte aferida em espectrofotdmetro a 600 nm e
outra diluida e plagueada como forma de obter a correlagdo entre D.O.s00nm € UFC/mL para
cada tempo. A partir desses dados, 0s crescimentos bacterianos para 0s experimentos seguintes
foram realizados com a adicdo de 100 pL de suspensdes em fase log em tubos conicos de 50
mL acrescidos de 10 mL de meio LB, sendo estes monitorados até D.O.sponm de ~0,3,
correspondente a concentragdo de 1,25 x 108 UFC/mL. Para os experimentos de crescimento
de E. coli 086 em Mg?* e Fe*, o meio LB foi suplementado com MgCl2 (22 mM) ou FeSO4
(400 uM) no crescimento anterior & realizacdo do experimento. Para 0s experimentos com E.

coli 086 MCR-1" e E. coli 086 AwaalL. MCR-1%, o pré-inéculo para estas bactérias foi realizado
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em meio LB acrescido do antibidtico de selecdo do plasmideo pMQ-124, gentamicina (50
pug/mL), bem como de uma concentra¢do inibitéria de PmB (1 pg/mL) para E. coli O86,
determinada experimentalmente. Os crescimentos das culturas bacterianas das bactérias MCR-
1% advindas deste pré-indculo foram realizados em meio LB suplementado com gentamicina
(50 pg/mL). Para os experimentos com culturas de E. coli O86 crescidas na presenca de Mg?*
e Fe**, bem como de E. coli 086 MCR-1" e E. coli 086 AwaaL MCR-1" na presenca de
gentamicina, quando atingida a D.O.e00nm de ~0,3 as suspensdes foram centrifugadas a 4000 x
g por 5 minutos, o sobrenadante descartado, e os pellets ressuspendidos em meio LB, como

forma de eliminar a interferéncia desses agentes nos experimentos.

3.6. Ensaio de viabilidade

Os ensaios de viabilidade desenvolvidos foram adaptados de Stowell et al. (2010) e na
metodologia descrita em Artur, Cummings e Stowell (2015). Para a determinacdo das
concentracdes de unidades viaveis de bactérias, foi realizado ensaio de dilui¢do e plagueamento
em gota (Herigstad, Hamilton, e Heersink 2001; Miles, Misra, e Irwin 1938). Suspensdes de E.
coli 086, E. coli 086 Awaal, E. coli 086 MCR-1*, E. coli 086 AwaaL MCR-1" e E. coli NCTC
13846 a 1,25 x 108 UFC/mL tiveram suas concentracdes ajustadas por diluicdo em meio LB e
120 pL dessas suspensdes foram adicionadas em tubos de ensaio estéreis com 30 pL de
amostras (concentragdo bacteriana: 1 x 10’ UFC/mL, a ndo ser quando indicado) contendo:
PBS, Gal-3, Gal-4, Gal-1, Gal-3C, PmB, ampicilina (Amp) ou ciprofloxaxino (Cipro), em
adicdes isoladas ou concomitantes, e a diferentes concentracbes conforme indicado nos
experimentos. As amostras foram incubadas em agitador orbital a 37 °C e 180 rpm por tempos
indicados para cada experimento. Apos esse periodo estas foram imediatamente colocadas em
banho de gelo, submetidas a vortex, e 100 uL adicionados em solugéo de 900 uL (dilui¢do 1 :
10) de PBS + 20 mM de lactose em gelo como forma de cessar o possivel efeito bactericida da
Gal-4 (Stowell et al. 2010) e de promocéo da aglutinacdo das bactérias por parte da Gal-3 e da
Gal-4, sendo esta Ultima fonte de erro na dilui¢do e contagem das amostras (Barbosa et al. 1995;
Miles, Misra, e Irwin 1938). As amostras foram entéo diluidas seriadamente atraves da adigéo
de 100 pL de suspensdo em 900 uL. de PBS (1 : 10), sendo submetidas a vortex entre as
diluicbes. Esse procedimento foi repetido até a obtengéo de limites contaveis de bactérias nas
diluigBes. Para cada diluigdo, foram retiradas trés gotas de 100 uL e adicionadas em placas de
petri de 60 x 15 mm com meio Agar Miller-Hinton (KASV1), colocadas para secagem em fluxo

laminar e incubadas em estufa a 37 °C por 12 a 16 horas. Apos esse periodo, as Unidades
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Formadoras de Colonia (UFC) de cada amostra foram contadas, sendo consideradas somente
as gotas com minimo de 20 e méximo de 200 col6nias para estimativa da concentracdo
bacteriana em UFC/mL, baseando-se, respectivamente, no minimo de col6nias necessarias para
se obter confianca considerado o padréo estocastico de distribuicdo de bactérias na amostra e 0
total de col6nias contaveis para a area referente a uma gota de 100 pL (Herigstad, Hamilton, e
Heersink 2001). Durante as execug¢des independentes do mesmo experimento, a ordem das
amostras que eram imediatamente diluidas e plaqueadas ap0s retiradas do agitador eram
diferentes dos experimentos anteriores como forma de minimizar a possivel interferéncia da
incubacdo com lactose em gelo. Os resultados experimentais foram expressos na concentracéo
absoluta de UFC/mL em base logio ou porcentagem relativa a controles tratados com PBS para

cada tempo.

3.7. Verificacdo visual da suspensao de E. coli O86 tratadas com Gal-4

Tubos de ensaio contendo E. coli O86 selvagem e Awaal, isoladas ou em suspenséo
mista de proporcdo de 086 10 : 1 Awaal (concentracéo final das suspensdes 1 x 108 UFC/mL),
foram tratadas com Gal-4 ou PBS por 20 horas a 37 °C e 180 rpm. Apoés este tempo, foi
verificada a saturacdo das suspensoes resultantes, sendo considerado como resultado positivo e
negativo respectivamente as suspensdes saturadas e ndo saturadas apés este periodo de

crescimento.

3.8. Microscopia de campo claro

Como forma de analisar aspectos macroscopicos de suspensdes bacterianas,
microscopia de campo claro de amostras incubadas por 20 horas com PBS ou Gal-4 foi
realizada. Apos o tratamento, 50 uL. de amostras foram colocadas em lamina de microscépio,
cobertas com laminulas e levadas para analise em microscépio. Os dados foram obtidos para

campo claro e exportados com as respectivas escalas.
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3.9. Microscopia de forca atdomica

A avaliacédo da topografia da membrana de E. coli O86 quando submetidas a tratamentos
com Gal-3 e Gal-4 foi determinada por AFM (do inglés “Atomic Force Microscopy” —
Microscopia de Forca Atdmica). 1 x 10" UFC/mL de E. coli 086 e E. coli 086 Awaal foram
incubadas com PBS, 5 uM de Gal-3 e 5 uM de Gal-4 por 2 horas a 37 °C e 180 rpm. Passado
esse tempo, de cada amostra foram retiradas aliquotas de 100 pL para determinagdo de UFC/mL
pelo ensaio de contagem descrito anteriormente, e o restante (1 mL) submetido a uma
centrifugacdo a 6000 x g por 10 minutos e 25 °C. Os sobrenadantes foram retirados, adicionou-
se 1 mL de paraformaldeido a 2,5% em PBS e as amostras foram incubadas a 37 °C por 15
minutos. Estas foram submetidas a duas lavagens consecutivas com PBS (6000 x g por 10
minutos), armazenadas em microtubos, e enviadas para analise em microscopio de forca
atdbmica na Universidade de Minster, na Alemanha. As anélises de AFM foram realizadas em
parceria com o Dr. Fabian Herrmann e Daniel Dornbusch, no modo de contato intermitente
(Tapping mode®) por meio de um microscopio de forga atbmica Bruker Dimension 3100,
equipado com um controlador Nanoscope-Illa (Bruker, Karsruhe, Alemanha) e péndulos de
deteccdo de silica (HQ:NSC14/Al BS, agulha de raio < 10 nm, constante de mola nominal 5 N/m
e frequéncia de 160 kHz, manufaturados pela pmesh, Sofia, Bulgaria). As areas de interesse
foram identificadas no modo de campo claro presente no préprio microscépio e uma amplitude
do valor quadratico médio de aproximadamente 2 V e frequéncia de oscilacdo de abaixo de 2%

da ressonancia maxima foi utilizada para taxas de escaneamento de aproximadamente 0.5 Hz.

3.10. Ensaio de inibicédo da atividade bactericida por adicéo de tioureia e 2,2’- bipiridina

Como forma de verificar a interferéncia da reacdo de Fenton intracelular na atividade
bactericida de Gal-4 em E. coli O86, foi realizado um ensaio de viabilidade desta bactéria na
presenca de tioureia e 2-2’°-bipiridina, que respectivamente atuam como um agente antioxidante
para acéo de radicais livres e quelante de ions Fe** liberados nos centros de Fe-S de proteinas
intracelulares bacterianas (Kohanski et al. 2007). O experimento foi realizado em E. coli 086
para tratamentos de 20 minutos conforme descrito na sec¢éo 3.6, com a adicéo de tioureia (5
mM) e 2,2’-bipiridina (125 pM), em adicdes isoladas ou concomitantes com Gal-4 (1 uM) e
ampicilina (4 ug/mL), utilizada como um controle de antibidtico inibido por esses agentes (D.

J. Dwyer et al. 2014; Lobritz et al. 2015).
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3.11. Verificagdo da concentracdo inibitdéria minima de polimixina-B

Como forma de obter a concentracao inibitoria minima (MIC — do inglés “Minimum
Inhibitory Concentrarion””) de PmB em E. coli O86 para selecionar clones resistentes a esse
antibidtico durante a transformacdo desta bactéria com o plasmideo pMQ124-mcr-1, foi
realizado ensaio de macrodilui¢cdo em caldo com adigdo de 10 pL de congelado dessas bactérias
em tubos conicos de 50 mL, contendo 10 mL de meio LB adicionados a concentragoes
crescentes de PmB (0; 0,2; 0,5; 1 ¢ 2 ug/mL). A bactéria E. coli NCTC 13846, que apresenta o
gene mcr-1 e é utilizada como um padréo de resisténcia a acdo de PmB (Doumith et al. 2016),
foi utilizada como controle. Os tubos foram incubados em agitador orbital a 37 °C e 180 rpm
por 20 horas e, ap0ds este tempo, a D.O.s00nm foi averiguada em espectrofotdmetro. A partir dos
resultados deste experimento a concentracao de 1 pg/mL foi escolhida para selecionar clones
de E. coli O86 ¢ Awaal transformadas com o plasmideo pMQ124-mcr-1, conforme descrito

nas secdes 3.4.2. e 3.5.

3.12. Investigacado da insercao e interac6es do dominio C-terminal da galectina 4 (Gal-4C)
em modelo de membrana externa de E. coli O86

A investigacdo da inser¢do do dominio Gal-4C na membrana de E. coli O86,
responsavel pela atividade bactericida da Gal-4 nesta bactéria (Stowell et al. 2010), foi realizada
empregando técnicas de simulacdo molecular. A constru¢cdo do modelo e 0s experimentos
foram realizados em parceria com o pesquisador do nosso grupo de pesquisa, Dr. Carlos
Alessandro Fuzo. Para tal finalidade foi construido um modelo de membrana externa da E. coli
086 cujas propriedades dindmicas foram exploradas com simulacdes por dindmica molecular
(DM). A interacdo entre a Gal-4C e a membrana modelo foi explorada tanto por simulac6es
convencionais de DM, para observar a aproximacao e interacdo com a superficie da membrana
rica em carboidratos, quanto por simula¢6es por DM em situagéo de ndo equilibrio, empregando

steered MD (SMD), para avaliar a insercdo da Gal-4C na membrana.

3.12.1. Construcao dos modelos moleculares da membrana de E. coli O86 e Gal-4C

O modelo da membrana de E. coli 086 foi construido primeiramente modelando a
estrutura do LPS atraves do servi¢o LPS Modeler no CHARMM-GUI (Jo et al. 2008) e o campo
de forca CHARMM36 (Huang e Mackerell 2013), que é uma interface web para geragéo das

coordenadas e parametros de campos de forca. O LPS foi modelado com o lipideo A
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hexaacilado do tipo 1 (Simpson e Trent 2019), oligossacarideo central do tipo R3 (Han et al.
2012) e 1 unidade do antigeno O86, que € suficiente para a promogdo de morte por parte da
Gal-4 (Stowell et al. 2010 -Figura 8a). O sistema de dimensdes X, y e z respectivamente iguais
a 9,85, 9,85 e 15 nm foi construido com o servico Membrane Builder (Lee et al. 2019) do
CHARMM-GUI através da insercdo de 53 moléculas do LPS modelado formando a camada
superior (camada externa) e uma combinacdo de 136 moléculas de fosfatidiletanolamina
(POPE) (Figura 8b) e 34 de fosfatidilglicerina (POPG - Figura 8c) na camada inferior (voltada
para o espaco periplasmatico) em uma razdo POPE:POPG igual a 4 : 1 conforme descrito para
a E. coli (Sohlenkamp e Geiger 2015). Estas camadas foram inseridas de forma que o plano
adotasse uma orientacdo perpendicular ao eixo z. O sistema foi solvatado com 31683 moléculas
de agua, as cargas negativas do lipideo A e oligossacarideo central foram neutralizadas com
fons Ca®* (265 jons) e a forca idnica de 150 mM foi ajustada pela adi¢io de fons Na* (109 ions)

e CI (75 ions) (Figura 8d).

a antigeno 086 core R3 lipideo A tipo 1

@Nat QC @ ca*t

Figura 8 - Modelo molecular da membrana externa da E. coli O86. As estruturas das moléculas de (a) LPS,
(b) POPE e (c) POPG sdo mostradas com a representacdo de bastdes no mesmo esquema de cores presentes no
modelo do (d) sistema construido, no qual pode-se observar os ions Na* (cinza), CI- (amarelo) e Ca?* (laranja)
representados como esferas. Os limites do sistema sdo representados pelo paralelepipedo retangular verde e as

moléculas de dgua foram removidas para melhor visualizacéo.
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A estrutura cristalogréafica da Gal-4C humana foi obtida no Protein Data Bank (Berman
et al. 2000) com cddigo 5CBL (Rustiguel et al. 2016). Dentre as 4 cadeias (A, B, C e D),
presentes na unidade assimétrica, foi escolhida a cadeia B (residuos 184 até 323) que tem mais
residuos resolvidos estruturalmente. As coordenadas desta cadeia foram extraidas e os
heterodtomos foram removidos. A sequéncia de residuos da extremidade N-terminal de 176 até
183 (sequéncia SEFLPTME) e S230 ndo resolvidos na estrutura cristalogréfica foram inseridos
com o programa Modeller (Sali e Blundell 1993). A validagio das estruturas modeladas foi
realizada a partir da analise do gréfico de Ramachandran construido com o programa
PROCHECK (Laskowski et al. 1993), no qual a disposi¢do da maioria dos residuos (> 98%)
em regides favoraveis e permitidas indicam um enovelamento adequado e dentro do esperado
para estruturas proteicas. O sistema inicial para as simulacdes de DM convencional e SMD foi
construido a partir da membrana equilibrada por DM, seguindo a metodologia que sera descrita
adiante, inserindo a Gal-4C na regido do solvente proxima a face formada pelas moléculas de
LPS da membrana com a regido de ligacdo a carboidratos (CRD) voltada para o antigeno O86
(Figura 9).

Figura 9 - Sistema inicial utilizado nas simula¢Ges de DM convencional e SMD. A Gal-4C é mostrada pela
representacdo esquematica das estruturas secundarias e os atomos como bastbes (azul) e as outras moléculas
seguem o0 mesmo padrdo de representacdo e esquema de cores da Fig. 8d.
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3.12.2. Simulacdo da bicamada pura e interacdo com Gal-4C

As simulagdes foram realizadas com o programa GROMACS versao 2019 (Abraham et
al. 2015) com aceleracdo GPU no cluster multiusuario da Superintendéncia da Tecnologia da
Informacéo da USP-SP em um servidor com 16 Cores Intel(R) Xeon(R) E5- 2680 @ 2.70GHz,
2 placas nVidia Tesla K20m e 128 GB RAM. Os lipideos, proteina e ions foram modelados
com o campo de forca CHARMMS36 (Huang e Mackerell 2013) e as moléculas de 4gua com 0s
parametros do modelo TIP3P (Jorgensen et al. 1983). As energias dos sistemas construidos
foram primeiramente minimizadas aplicando o algoritmo steepest descent. Posteriormente, 0s
sistemas foram submetidos a simulacdo por DM aplicando restri¢des translacionais a partir do
uso de uma fung&o potencial harménica com constante de forca igual a 1000 kJ.mol*.nm nos
atomos pesados (todos exceto hidrogénio) das moléculas de lipideo e, quando presente, na Gal-
4C por 100 ps. Apos a equilibracdo, as simulac6es moleculares convencionais para avaliar o
comportamento da membrana pura e também observar a aproximacgdo de Gal-4C sobre a face
da membrana contendo LPS (simulag&o em triplicata) foram realizadas sem restri¢cdes para as
posicBes atdbmicas por 100 ns. A simulacdo de cada uma das triplicatas no estudo de
aproximacdo da Gal-4C foi realizada aplicando diferentes distribui¢des iniciais de velocidades
atbmicas (a 310,15 K) para garantir diferentes trajetérias no espaco amostral. Nas simulacdes
SMD foram aplicadas restricdes para manter a geometria da Gal-4C e nos lipideos para manter
a integridade da membrana, que serdo detalhadas na proxima secdo. A temperatura em 310.15
K e pressdo de 1 bar foram controlados pelos termostato e barostato de Berendsen utilizando
um acoplamento semi-isotrépico na pressdo (Berendsen et al. 1984). As interacBes foram
calculadas dentro de um raio de corte de 1.0 nm com aplicacdo do método PME (do inglés
“Particle Mesh Ewald summation” - Darden, York, e Pedersen 1993) no calculo das interaces
eletrostaticas de longo alcance. As equacdes de movimento foram integradas com o algoritmo
leap-frog (Hockney, Goel, e Eastwood 1974) aplicando intervalo de tempo de integracdo de 2
fs. As oscilacdes das ligagcdes com atomos de hidrogénio dos solutos foram restringidas com o
algoritmo LINCS (Hess et al. 1997) e a geometria das moléculas de agua foram mantidas
utilizando o algoritmo SETTLE (Miyamoto e Kollman 1992).

3.12.3. Simulagdes SMD
O método SMD, implementado no codigo pull do GROMACS versao 2019, foi utilizado
para caracterizar a aproximagcéo e insercdo da Gal-4C na face de LPS do modelo de membrana

da E. coli O86. As simulacdes SMD foram realizadas utilizando como sistema inicial as
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coordenadas equilibradas que foram geradas a partir da dindmica com restrigdes do sistema
contendo a Gal-4C. Foram realizadas 10 simulagdes SMD com diferentes distribuigdes iniciais
de velocidade a 310,15 K, conforme descrito anteriormente, puxando a Gal-4C na direcdo da
membrana com uma mola (potencial harménico) com constante de forc¢a igual a 500 kJ.mol
1 nm™ na diregéo z, perpendicular a face da membrana, a uma velocidade constante de 0.001
nm.ps™ por aproximadamente 15 a 20 ns. O componente z da distancia entre os centros de
massa da Gal-4C e da membrana foi tomado como referéncia para a determinacdo da
coordenada de reacdo. Para garantir a manutencao da integridade da estrutura da Gal-4C foram
aplicadas restrices de distancias entre pares de atomos de carbono a (Cs) dos residuos 11 ao
148. A integridade da membrana foi mantida aplicando restricGes espaciais a partir de um
potencial harmdnico com constante de forga igual a 1000 kJ.molt.nm nos atomos de fosforo
das moléculas de lipideo na direcdo z, conforme descrito na literatura (Thai, Theodorakis, e Li
2020).

3.12.4. Andlises das trajetorias

As analises das estruturas e trajetdrias foram realizadas com as ferramentas do
GROMACS 2019 e as figuras foram geradas com o pacote ggplot2 (Wickham 2016) do R (R
Core Team, 2019) e Pymol (Schrodinger 2010).

3.13. Caracterizacao da superficie hidrofébica e potencial eletrostatico de superficie das
Gal-4C e Gal-4N

As estruturas das galectinas foram obtidas a partir do PDB com os codigos Gal-4C
(PDB: 5CBL) e Gal-4N (PDB: 4XZP). As estruturas utilizadas para os calculos foram
preparadas removendo os heterodtomos e incluindo residuos/atomos ausentes nas estruturas
cristalogréficas utilizando o programa Modeller (Webb e Sali 2016). A razdo entre a superficie
ndo polar e polar como também o potencial eletrostatico de superficie foram calculados com o
programa protein-sol patches (Hebditch e Warwicker 2019). As representacdes gréficas sobre

as estruturas da Gal-4C e Gal-4N foram geradas com o programa Pymol (Schrodinger 2010).
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3.14. Andlise estatistica

Os resultados foram representados atraves da média e desvio padrdo (SD). Para
comparacdo de grupos mdltiplos utilizou-se a analise de variancia bidirecional (ANOVA),
seguida do pos-teste de Tukey, inclusive para a verificacdo da potencializacdo/inibicdo através
da adicdo conjunta de dois agentes, no qual os controles isolados sdo comparados
conjuntamente com o tratamento duplo. Para diferencas de valores de dois grupos diferentes foi
realizado o teste T de Student. As analises foram realizadas através do software Prism 7.0
(GraphPad Software Inc., San Diego CA, EUA). Foram consideradas estatisticamente

significativas as diferengas que apresentaram valores de P igual ou menor a 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1. Producdo e caracterizagdo das galectinas

As galectinas recombinantes humanas utilizadas neste trabalho foram produzidas por
expressdo heterdloga em sistema procarioto conforme descrito na se¢do 3.1. de Materiais e
Métodos. Foram produzidos lotes Unicos para Gal-4, Gal-3 e Gal-1 como forma de padronizar
as condicOes das amostras utilizadas nos experimentos subsequentes. Para a producéo dos lotes
de galectinas purificadas partiu-se dos sobrenadantes de lisados equivalentes a 10 L de cultura
de bactérias para Gal-4, 2 L para Gal-3 e 1 L para Gal-1. A purificacdo dessas lectinas
recombinantes foi feita por cromatografia de afinidade em resinas de a-lactose-agarose e 0s
perfis cromatograficos foram monitorados através da determinacdo da concentracdo proteica de
cada fracdo coletada (Figura 10a, 10b e 10c). Fragdes com valor superior a 0,500 mg/mL para
Gal-4, 2,000 mg/mL para Gal-3 e 1,000 mg/mL para Gal-1 foram reunidas, divididas em
aliquotas de mesma concentracdo e em seguida armazenadas em freezer -80 °C. A
homogeneidade desses lotes foi aferida por SDS-PAGE.

Foram obtidas 14 fragdes de 1 mL de Gal-4 a 2,022 mg/mL, 37 fragdes de 1 mL de Gal-
3 a 3,330 mg/mL e 25 fragdes a 1,901 mg/mL de Gal-1. No total, foram produzidos
aproximadamente 28 mg de Gal-4, 120 mg de Gal-3 e 49 mg de Gal-1 com rendimentos de,
respectivamente, 2,8 mg/L, 60 mg/L e 49 mg/L (Figura 10d). Na caracterizacdo de aliquotas
dos lotes por gel SDS-PAGE em condic¢des desnaturantes e redutoras detectamos bandas de
proteinas Unicas de aproximadamente 35 kDa para a Gal-4, 28 kDa para a Gal-3 e 15 kDa para
a Gal-1 (Figura 10e). Esses dados indicam um elevado grau de homogeneidade das preparacdes
de galectinas purificadas, estando os valores de massa aparente de acordo com dados da
literatura (Stowell et al., 2015).

Ainda, o uso da metodologia por eluicdo em coluna de a-lactose-agarose indica que as
preparacOes purificadas possuem atividade lectinica preservada, sendo assim passiveis de serem

utilizadas nos experimentos subsequentes em E. coli O86.
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Figura 10. Producao e verificacdo da homogeneidade dos lotes de Gal-4, Gal-3 e Gal-1 recombinantes. Perfil
de eluicdo das fracGes de (a) Gal-4, (b) Gal-3 e (c) Gal-1 com uso de solucdo de lactose (100 mM) em colunas de
a-lactose-agarose. O perfil de eluigdo foi monitorado pela medida de absorbéncia de 280 nm e as concentrac@es
expressas no eixo y foram baseadas nos pardmetros de £ e MM de cada proteina. A linha paralela ao eixo x indica
as fragBes que foram reunidas, divididas em aliquotas de 1 mL e armazenadas em freezer -80 °C. (d) Tabela com
dados de rendimento total e (e) perfil eletroforético (SDS-PAGE) de amostras dos lotes de Gal-4, Gal-3 e Gal-1
purificadas. PM — Marcadores de peso molecular.
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4.2. Caracterizagao do crescimento de E. coli O86

Como forma de padronizarmos as concentragdes iniciais de E. coli O86 utilizadas nos
experimentos subsequentes, construimos uma curva de crescimento correlacionando a
D.0O.600nm cOM 0 equivalente em UFC/mL para 0 nosso modelo.

Observamos uma tendéncia linear crescente em base logio da concentragdo bacteriana
no meio de cultivo, enquanto a curva de D.O.s0onm assumiu uma tendéncia exponencial, com
coeficiente angular assumindo valores mais altos apds 90 minutos de incubacgéo que caracteriza
a fase de crescimento logaritmico da bactéria (Figura 11). A partir dessa curva, foi padronizada
a D.0.s00nm de aproximadamente 0,300, em meio a fase log, como sendo o ponto de partida com
equivalente a 1,25 x 108 UFC/mL para a realizagdo dos experimentos subsequentes para essa
linhagem bacteriana. As concentracBes iniciais utilizadas foram, portanto, diluicbes da

concentracdo padronizada.
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Figura 11. Curva de crescimento de E. coli O86. Indculo de E. coli 086 teve seu crescimento monitorado a cada
30 minutos por UFC/mL e o correspondente em D.O.g00nm por meio de leitura em espectrofotdbmetro. Curva com
circulos preenchidos em cor preta refere-se a concentragéo bacteriana do indculo (eixo y da esquerda) enquanto a
curva com circulos preenchidos em cor marrom refere-se a leitura de D.O.soonm (€iX0 y da direita). Dados
expressam a média + desvio padrdo de trés experimentos independentes.
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4.3. Caracterizagéao dos efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3 em E. coli O86

Com a finalidade de avangarmos na caracterizacdo do efeito bactericida Gal-4 em E.
coli 086, bem como a comparacéo dos efeitos provocados por esta lectina com a Gal-3, que se
liga no O-PS da mesma bactéria, e com os mecanismos de AMPs, que sdo moléculas que se
ligam no mesmo alvo molecular (o LPS) por meio de um sitio de ligacéo distinto (o lipideo A),
realizamos diferentes abordagens como forma de verificar: i) a cinética da interferéncia da Gal-
4 sobre a viabilidade de E. coli O86; ii) investigacdo de concentracdes de galectinas que
reduzem a viabilidade da bactéria bem como o impacto destas na topografia de membrana
através de andlise de AFM; iii) investigacdo por DM da insercéo de Gal-4C em um modelo de
membrana de E. coli O86; iv) influéncia dos mecanismos de resisténcia a AMPs sobre os efeitos
antibacterianos de galectinas e v) determinacdo da influéncia de agentes antioxidantes e
guelantes que reduzem a morte provocada por antibidticos bactericidas por inibirem a reacdo

de Fenton intracelular, nos efeitos de Gal-4.

4.3.1. Caracterizagdo cinética do impacto de Gal-4 sobre a viabilidade de E. coli O86

Foi relatado pelo artigo de Stowell e colaboradores (2010) que, apds segundos de adicao
de Gal-4 em E. coli 086, ja é possivel se observar a perda de movimento do organismo em
microscopia éptica. Como forma de avaliarmos se tal perda de movimento reflete na perda de
viabilidade da populacdo como um todo, fizemos a caracterizacdo da cinética de morte de E.
coli 086 incubando 1 x 10" UFC/mL de bactérias com 5 uM de Gal-4 ou PBS a 180 rpm e 37
°C e retirando as amostras apo6s 1, 5, 10, 20, 30, 60 e 120 minutos de incubacdo. Como controle,
adicionamos grupos tratados com ampicilina (Amp), na concentra¢ao de 20 pg/mL, e
realizamos a contagem para estes grupos tratados ap6s 20 e 120 minutos. As amostras retiradas
do agitador orbital foram imediatamente colocadas em solucéo de lactose 20 mM e banho de
gelo como forma de cessar a acdo bactericida de Gal-4 antes do processo de diluigdo e
plagueamento.

Nossos dados demonstraram que houve reducdo da viabilidade das bactérias para 83%
ja apds 1 minuto de incubacdo com Gal-4. Em 5 minutos reduziu para 57% e, em 10 minutos,
para aproximadamente 20%. De 20 a 120 minutos a porcentagem relativa permaneceu em
aproximadamente 5% (Figura 12b). Quando analisamos a concentracdo absoluta de bactérias
do mesmo experimento, houve uma queda de viabilidade nos primeiros 20 minutos de
incubacdo, porém, apos o 20° minuto, a curva das bactérias tratadas com Gal-4 (linha azul)

cresceu desse ponto com tendéncia semelhante a curva controle tratada com PBS (linha preta),
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diferentemente dos grupos tratados com Amp (linha amarela), nos quais a perda de viabilidade
seguiu uma tendéncia continua ao longo do periodo analisado neste experimento (Figura 12a).
Notamos ainda que, apesar do crescimento absoluto, ndo houve crescimento relativo a partir do
20° minuto de incubacéo (Figura 12b).

Devido ao resultado anterior, nos perguntamos se o crescimento observado das
bactérias, a partir do 20° minuto deve-se a uma possivel reducdo da quantidade de Gal-4
disponivel para promover a morte de unidades viaveis, uma vez que, como essa lectina promove
a morte das bactérias via reconhecimento do LPS (Stowell et al. 2010), poderia ocorrer a ligagdo
de Gal-4 nas células de bactérias ja mortas. Haveria, portanto, uma reducdo na quantidade
disponivel destas lectinas para se ligarem no LPS de bactérias viaveis e, consequentemente,
provocarem sua morte.

Sendo assim, avaliamos a dependéncia da concentracdo inicial de E. coli O86 no ensaio
de viabilidade através de um experimento no qual fixamos a concentracdo de Gal-4 utilizada
para a incubagéo (5 uM), mas variamos as concentracdes iniciais de bactéria (1 x 108, 1 x 107,
1 x 108 e 1 x 10° UFC/mL) e em trés tempos: 20, 60 e 120 minutos.

Os dados mostraram um perfil semelhante aos resultados anteriores, ilustrados na figura
12c e 12d, para as concentragdes iniciais de 1 x 10°, 1 x 10°% e 1 x 10’ UFC/mL quando tratadas
com Gal-4: houve uma reducdo de unidades viaveis aos 20 minutos de tratamento tanto na
contagem absoluta (Figura 12c¢) quanto na relativa (Figura 12d), seguido de um aumento
absoluto e uma estabilizacdo relativa em 60 e 120 minutos. Entretanto, para 0 grupo com
concentracdo inicial de 1 x 108 UFC/mL a viabilidade dos grupos tratados eram de
aproximadamente 30% aos 20 minutos, 12% aos 60 minutos e 5% em 120 minutos de
incubacdo, indicando que, para essa maior concentracdo inicial testada de bactérias, a cinética
de reducdo de viabilidade é mais lenta do que para as outras concentracdes, que apresentaram
o mesmo perfil de decaimento e crescimento posterior de unidades viaveis apds o tratamento

com Gal-4.
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Figura 12. A atividade bactericida da Gal-4 apresenta uma cinética distinta de ampicilina e dependente da
concentragdo inicial de E. coli O86. (a, b) Suspensdes de E. coli 086 (1 x 107 UFC/mL) foram incubadas com
PBS (controle), 5 uM de Gal-4 ou 20 pg/mL de Amp em diferentes tempos (0, 1, 5, 10, 20, 30, 60 ou 120 minutos)
a 180 rpm e 37 °C. Para cada tempo de incubacdo as UFC foram contadas como forma de estimar a concentracéo
de unidades viaveis. (a) Concentracdo absoluta de bactérias dos grupos tratados com PBS (linha preta), com 5 uM
de Gal-4 (linha azul) e 20 pg/mL de Amp (linha amarela). (b) Porcentagem de viabilidade de amostras tratadas
com Gal-4 em relagdo aos controles tratados com PBS de cada tempo. (c, d) Diferentes concentragdes iniciais de
E. coli 086 selvagem (1 x 108, 1 x 107, 1 x 108 e 1 x 10° UFC/mL) foram incubadas com PBS ou 5 uM de Gal-4
em diferentes tempos (20, 60 e 120 minutos) a 180 rpm e 37 °C. A viabilidade das culturas de bactérias foram
determinas pela contagem de UFC. (c) Contagem absoluta de UFC/mL para cada tempo. Barras azuis indicam as
contagens dos grupos tratados com Gal-4 em relacdo aos respectivos controles (barras brancas). (d) Contagens
relativas aos grupos tratados com PBS das amostras tratadas com Gal-4 para cada tempo. Dados expressam a
média + desvio padrdo de trés experimentos independentes, para trés replicatas de cada amostra. **p<0,01; e
***p<(0,0001 em relacdo aos controles com PBS e #p<0,05; ###p<0,0001; e ns= ndo significativo, quando
indicado.

Devido aos resultados anteriores, nos questionamos qual seria a concentracdo de
bactérias viaveis apds incubacdo de 1 x 10° UFC/mL de E. coli 086 por 20 horas com 5 uM de
Gal-4, bem como eventuais caracteristicas macro e microscépicas dessas suspensdes. Apds 20
horas de incubagéo as suspensdes de E. coli O86 tratadas com PBS ficaram saturadas, enquanto
0s grupos tratados com Gal-4 ficaram limpidos, com presenga de grumos macroscopicos ao
fundo (Figura 13a, & esquerda). Ainda, ao realizarmos incubagdo de 1 x 10 UFC/mL de E. coli
086 Awaal, que ndo possui a unidade repetida O do LPS que é alvo da Gal-4, ou de 1 x 108
UFC/mL de E. coli 086 junto a 1 x 10° UFC/mL de E. coli 086 Awaal a aparéncia das
suspensdes foi saturada para ambos os grupos tratados com PBS ou 5 uM de Gal-4 (Figura 13a

—ao centro e a direita). Investigando-se a quantidade de unidades viaveis destes grupos atraves
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de contagem por UFC, verificamos que os grupos tratados com PBS apresentaram uma
guantidade de unidades viaveis de aproximadamente 1,5 x 10'° UFC/mL, ao passo que as E.
coli 086 tratadas com Gal-4 apresentaram um niimero aproximado de 5 x 108 UFC/mL, valor
que representa 3,5% da quantidade de unidades viadveis presentes no grupo controle (Figura
13b). Além disso, na analise microscopica em campo claro dos grupos tratados com PBS as
bactérias se encontraram monodispersas enquanto quando tratadas com Gal-4 € possivel
observar as bactérias aglutinadas em grumos de diametros variados, desde dezenas até centenas

de micrometros (Figura 13c).

a
086 Awaal 086 10:1 AwaalL 086 10:1 AwaaL 086
PBS  5pM Gal-4 PBS 5 uM Gal-4 PBS 5uMGal-4  5uM Gal-4 5 uM Gal-4
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da suspensao: + - + + + + + -
b c
10" PBS
101 [ PBS
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108
E
o 107
w
2
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108 Gal-4
104 (5 uM)

0h 20h : 100 4™

Figura 13. Incubacdo de E. coli O86 por 20 horas com Gal-4 provoca a presenca de bactérias viaveis
acumuladas em extensos aglutinados celulares. 1 x 108 UFC/mL de E. coli 086 foram incubadas com PBS ou
Gal-4 (5 uM) por 20 horas a 180 rpm e 37 °C. (a) Foto de tubos contendo E. coli O86 selvagem, Awaal, ou em
suspensdo mista na proporgao 086 10 : 1 Awaal, apds 20 horas de tratamento com PBS ou Gal-4 (5 uM). Foi
reportado como positivo quando observada a saturacdo da suspensdo, e negativo quando ndo observada. (b)
Contagem absoluta de unidades vidveis das amostras apds 20 horas de tratamento com PBS e Gal-4. Barras
brancas, grupos tratados com PBS; barras azuis, grupos tratados com Gal-4 (5 uM). Dados representativos de trés
experimentos independentes para trés replicatas de cada amostra. (c) Microscopia em campo claro de amostras
tratadas com PBS ou Gal-4.
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Sendo assim, nossos dados indicaram que Gal-4 provocou uma rapida perda de
viabilidade com cinética dependente da concentragdo inicial de E. coli O86 presente no meio.
Esse fenbmeno foi distinto do provocado pelo efeito bactericida de Amp, ja que apds o
decaimento inicial de viabilidade ocorreu o crescimento absoluto de uma fracdo da populagéo
de bactérias independentemente da razdo de E. coli O86 e Gal-4 presentes inicialmente,
sugerindo que se trata de uma porcentagem de células dentro da mesma populacéo resistente a
acao da Gal-4. Entretanto, vale notar que a porcentagem de unidades viaveis apds tratamento
com 5 uM de Gal-4 foi inferior aos grupos tratados com PBS, mesmo para 20 horas de
tratamento. Ainda, neste tempo de tratamento unidades viaveis de E. coli O86 ficaram retidas

em extensos grumos celulares.
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4.3.2. Curvas de concentracdo de Gal-4 e Gal-3 e a influéncia dos efeitos dessas lectinas
na topografia de membrana de E. coli O86 selvagem e Awaal

Baseando-se nos resultados anteriores, padronizamos o tempo de incubacdo de 20
minutos e a concentragdo bacteriana inicial de 1 x 10’ UFC/mL para todos os experimentos de
determinacdo de viabilidade subsequentes, como forma de averiguar os efeitos agudos da
incubacdo por galectinas em E. coli O86. Ainda, resolvemos investigar a dependéncia da
ligacdo lectinica na acdo bactericida da Gal-4, tanto a nivel de reducéo de viabilidade como por
alteracdes na topografia da membrana. Sendo assim, inicialmente realizamos uma curva com
concentracdes de Gal-4 (0,008; 0,04; 0,2; 1 e 5 uM) e Gal-3 (0,2; 1; 5; 10; 20 e 40 pM) na
concentragdo de 1 x 107 de E. coli 086 selvagem e Awaal por 20 minutos, como forma de
avaliarmos as concentracdes minimas capazes de reduzir a viabilidade dessas bactérias. Em E.
coli O86 as concentracbes de 5 e 1 UM de Gal-4 reduziram as viabilidades para,
respectivamente, 10% e 40% dos controles tratados com PBS. As demais concentragdes de Gal-
4 ndo reduziram significativamente a viabilidade de E. coli O86, e para a E. coli O86 Awaal,
gue ndo possui o0 alvo O-PS da Gal-4, nenhuma das concentracGes testadas dessa lectina foi
capaz de reduzir a viabilidade bacteriana. Surpreendentemente, 40 UM de Gal-3 reduziu a
viabilidade de E. coli O86 para aproximadamente 50%. Apesar de tratar-se de uma alta
concentracdo desta lectina, é um efeito dependente da presenca do O-PS, ja que tal reducdo de
viabilidade ndo foi observada em E. coli O86 Awaal, assim como para nenhuma das demais
concentracdes desta lectina testadas em ambas as bactérias selvagem e mutante.

Além disso, visamos compreender o mecanismo bactericida de Gal-4 e o seu impacto
direto na membrana de E. coli O86. Desta forma, realizamos ensaio de microscopia de forca
atomica (AFM - do inglés “Atomic Force Microscopy’) em amostras de E. coli O86 selvagem
e Awaal tratadas por 2 horas com PBS, Gal-3 (5 uM) e Gal-4 (5 uM). Observamos que na
amostra de E. coli O86 tratada com Gal-4 houve perda de integridade de membrana bacteriana
e formacéo de vesiculas extracelulares (Figura 14c — terceira linha a esquerda e ao centro),
enquanto ndo foi observada alteracdo em relacdo ao controle de tratamento com PBS de
amostras de E. coli O86 tratadas com Gal-3 (Figura 14c — segunda linha a esquerda e ao centro)

e de E. coli O86 Awaal tratadas com Gal-3 ou Gal-4 (Figura 14c - coluna a direita).
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Figura 14. O efeito antibacteriano de Gal-4 e Gal-3 em E. coli O86 é dependente da presenca do O-PS e a
Gal-4 provoca perda de integridade de membrana e formaco de extrusdes vesiculares. Contagem de UFC
apos tratamento de E. coli 086 selvagem e Awaal (1 x 107 UFC/mL) por 20 minutos com diferentes concentragdes
de (a) Gal-4 (0,008 a5 uM) e (b) Gal-3 (0,2 a 40 uM). Dados expressam a média + desvio padrdo da porcentagem
em relagdo aos controles tratados com PBS de trés experimentos independentes, para trés replicatas de cada
amostra. *** p<0.0001 em relacdo aos controles tratados com PBS e ### p<0,0001 em relacdo ao mesmo
tratamento na bactéria selvagem. (c) Anélise por microscopia de forca atdbmica de E. coli 086 selvagem e Awaal
(1 x 107 UFC/mL) ap6s 2 horas de tratamento com PBS, Gal-4 (5 uM) ou Gal-3 (5 uM).
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Tais resultados indicaram que os efeitos de Gal-4 e Gal-3 em E. coli O86 sé&o
dependentes da interacdo via CRD destas lectinas no alvo O-PS da bactéria. Ainda, o efeito
bactericida de Gal-4 promove perda de integridade de membrana e Gal-3 reduziu de forma
carboidrato-dependente a viabilidade de E. coli O86 selvagem. Desta forma, foram selecionadas
as concentracOes de 0,2 e 1 UM de Gal-4 como sendo, respectivamente, a maxima concentragdo
ndo-bactericida e a minima concentracdo bactericida de Gal-4 para serem adicionadas
concomitantemente a outras moléculas nos experimentos seguintes. Essas concentraces foram
escolhidas por apresentarem uma faixa de atividade discriminavel para efeitos sinérgicos e/ou
antagonicos de perda de viabilidade, j& que a atividade bactericida de 1 puM é média
(aproximadamente 60%), podendo ser regulada tanto positiva quanto negativamente, enquanto
0,2 uM é ideal para verificacdo de efeitos sinérgicos com concentragdes letais ou subletais de
outros agentes antimicrobianos. Ainda, optamos por adotar 40 uM como uma referéncia do
efeito antibacteriano de Gal-3, por se tratar de um efeito dependente da presenga do O-PS de E.
coli 086 e reduzir a viabilidade desta bactéria para aproximadamente 50%. Além disso, as
demais concentracdes de Gal-3 (0,2 a 20 uM) foram adotadas como concentra¢des subletais
desta lectina para experimentos subsequentes de associagdo com outros agentes
antimicrobianos. Tendo verificado que a adicdo de Gal-4 resulta em perda de integridade de
membrana de E. coli O86, nas proximas etapas deste trabalho investigamos a agdo desta lectina
a nivel de membrana, bem como a influéncia de mecanismos de protecdo de membrana

bacteriana na promocao destes efeitos.
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4.3.3. Investigacdo por DM da interacdo e insercdo de Gal-4C em um modelo de
membrana de E. coli O86

Como forma de avangcarmos na caracterizacdao do dano de membrana induzido por Gal-
4, investigamos a insercao de Gal-4C em um modelo de membrana de E. coli O86 por dinamica
molecular (DM). Optamos por investigar o dominio C-terminal da Gal-4C, devido a esta
unidade ser suficiente para promog¢do de morte em E. coli O86 (Stowell et al. 2010), e ter
estrutura cristalizada e depositada no PDB (Rustiguel et al. 2016). Ainda, a dinamica para a
estrutura inteira de Gal-4 ndo é computacionalmente viavel devido a grande flexibilidade
imposta pelo peptideo ligador e auséncia de estrutura cristalografica.

Sendo assim, montamos o sistema conforme descrito na se¢do 3.12.1 de Materiais e
Métodos. A partir desse modelo realizamos: i) dindmica da membrana pura (sem Gal-4C) como
forma de verificar a estabilidade e validacdo dos componentes do sistema; ii) reconstrucdo da
estrutura e determinacdo das propriedades estruturais de Gal-4C (PDB: 5CBL); iii) dinamica
da interacdo de Gal-4C com a superficie de membrana por simulacdo convencional e iv)
dindmica da insercao de Gal-4C com a superficie de membrana por SMD. Ainda, realizamos a
comparacdo da superficie hidrofobica e potencial eletrostatico entre Gal-4C e o dominio N-
terminal de Gal-4 (Gal-4N)
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4.3.3.1. Dinamica da membrana pura

A simulacdo por DM do sistema contendo o0 modelo de membrana externa da E. coli
086 com uma unidade do grupo 086 foi conduzida por 100 ns. A manutencéo da integridade
do modelo foi avaliada inicialmente a partir das distribuicGes de densidades dos atomos ao
longo do eixo z dividindo o sistema em 200 fatias (Figura 15). Observa-se densidade nula das
moléculas de &gua no espaco hidrofébico formado pela juncdo das caudas das moléculas de
LPS em uma face e POPE + POPG da outra face, o que revela a adequacdo do modelo as

condicdes esperadas de solvatacéo.
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Figura 15. Distribui¢do das entidades moleculares que formam o modelo de membrana externa da E. coli
086 ao longo da simulagédo por DM. A densidade numérica dos 4tomos foi calculada para cada tipo de molécula
presente no sistema: H,O (preto), face externa de LPS (verde), face interna POPE + POPG (ciano), ions Na*
(cinza), fons CI- (amarelo) e ions Ca?* (laranja).
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4.3.3.2. Reconstrucdo da estrutura de Gal-4C e suas propriedades estruturais

A estrutura tridimensional da Gal-4C reconstruida com o programa Modeller gerou um
modelo (Figura 16a) com escore DOPE (do inglés “Discrete Optimized Protein Energy”) igual
a -15698, 0 que assegura a boa construcdo do modelo (Shen e Sali 2006). Adicionalmente, o0s
dois angulos de torg¢do ¢ e vy, que determinam a conformacdo da cadeia principal da proteina,
encontram-se concentrados 100% em regides permitidas ou favoraveis do gréafico de
Ramachandran, sendo 85,6% dos residuos em regiGes mais favoraveis (regides A, Be L), 11,9%
em permitidas (regides a, b, | e p) e 2,5% em generosamente permitidas (regides ~a, ~b, ~l e ~p

- Figura 16b).

Psi (degrees)

Phi (degrees)

Figura 16. Modelagem de Gal-4C. O dominio C-terminal da Gal-4 foi modelado para incluir residuos ausentes
ou incompletos na estrutura cristalografica para ser utilizado nas simulagdes. (a) Estrutura gerada e (b) gréafico de
Ramachandran dos residuos de Gal-4C.
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4.3.3.3. Dinamica da interacdo da Gal-4C com a superficie da membrana (simulacéo
convencional)

Como forma de avaliarmos primeiramente uma possivel interacdo/insercdo da Gal-4C
no modelo construido de membrana de E. coli O86, realizamos uma dindmica molecular (DM)
desta lectina neste modelo. Foram realizadas 3 simulag¢Ges de 100 ns, nas quais observamos a
aproximacgdo da Gal-4C com a porgdo O-PS do LPS de E. coli O86. Ainda, verificamos
diferentes disposicbes finais (Figura 17a - c¢) e caminhos de energia potencial nestas 3
simulacdes (Figura 17d). Analisando as trajetorias e disposi¢cdes do dominio ao longo da
simulacgdo, verificamos que, no caminho de menor energia de interacdo (MD-2), a Gal-4C
interagiu primeiramente por uma regido proxima ao CRD (tempos de 30 a 50 ns) para entdo
interagir com 0 CRD (tempo de 75 a 80 ns), que corresponde a menor energia alcancada. Ainda,
a simulacdo MD-3 mostra que interacGes com regides proximas a estas, citadas anteriormente,
também favorecem um caminho de menor energia de interagdo, enquanto a simulacdo MD-1,
que ndo experimentou interagcbes com esta regido, apresentaram maiores energias de interacao
(Figura 17a, 17c e 17d). Analisando a energia de interacdo com todos os 4&tomos do sistema,
verificamos uma estabilidade nas trés simulacbes realizadas (Figura 17¢). Entretanto, ndo
observamos insercdo de Gal-4C na porcdo lipidica da membrana nas simulagfes realizadas,
devido a uma alta barreira de energia potencial que ndo é vencida pela dindmica convencional
e curto espaco de tempo de simulacdo. Sendo assim, nos proximos passos empregamos
simulacdes SMD como forma de caracterizar o comportamento de Gal-4C durante a insercédo

na membrana modelo de E. coli O86.
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Figura 17. Gal-4C interage com o O-PS de E. coli O86 com energias de interagcdo mais favoraveis através
de seu CRD. Investigacdo por DM convencional da aproximacédo da Gal-4C sobre a superficie da camada de LPS
do modelo de membrana da E. coli O86. A configuracéo final em 100 ns para cada uma das triplicatas (a) MD-1,
(b) MD-2 e (c) MD-3 mostra diferentes orientacdes da Gal-4C em relagcdo a membrana. As energias de interagdo
entre a Gal-4C em (d) membrana e (e) solvente indicam diferentes amostragens ao longo das simula¢des, mas com

energias em 100 ns muito proximas.
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4.3.3.4. Dindmica da insercdo de Gal-4C com a superficie da membrana por SMD

Nesta etapa, realizamos simulag¢des por SMD como forma de avaliar o comportamento
da Gal-4C em uma situacéo de inser¢do na membrana de E. coli O86. Nestas simula¢es, a Gal-
4C é puxada pela acdo de uma forca externa dependente do tempo em direcdo a membrana e
paralela ao eixo z de forma a induzir a entrada desta no sistema. As 10 simulagfes SMD,
realizadas com distribuicbes de velocidades iniciais distintas, resultaram em diferentes
trajetérias de aproximacéo e insercdo na membrana. A forca maxima resultante do potencial
harmonico aplicado para puxar a Gal-4C em direcdo a membrana ao longo do tempo apresentou
valores entre 5513 (SMD-6) e 6995 (SMD-9) kJ.mol"* nm? (Figura 18a). As distancias no eixo
z entre os centros de massa da Gal-4C e da membrana (coordenada de reacdo) apresentaram
inicialmente valores em torno de 6,6 nm, devido a disposicdo inicial da Gal-4C no solvente,
que foi naturalmente diminuindo conforme a proteina foi puxada até atingir valores criticos, ao
redor de 2 nm, que depois foram subitamente diminuidos devido as menores barreiras potenciais
para atravessar a membrana (Figura 18b). Ao longo da coordenada de reacdo, a Gal-4C
experimentou interacbes com as outras entidades moleculares do sistema (membrana + agua +
ions) com energias de interacdo variando entre -13018 (SMD-10) até -12361 (SMD-9) kJ.mol
! (Figura 18c). Interessantemente, a energia menos atrativa foi observada para a trajetoria
(SMD-9) que apresentou a maior resisténcia para insercdo da Gal4C na membrana. Por outro
lado, a trajetoria com energia mais atrativa no processo de inser¢do na membrana (MD-1), com
energia de interacdo igual a -12942 kJ.mol* em 14,1 ns, foi a segunda a apresentar a menor
resisténcia para insercdo na membrana com a forca maxima igual a 5711 kJ.molt.nm?. A
estrutura da Gal-4C nao sofreu grandes mudangas estruturais devido a aplicacdo das restricbes
de distancias impostas ao longo do processo de insercdo para manutencdo estrutural. As
mudancas estruturais foram determinadas a partir do calculo do RMSD (do inglés ‘root-mean-
square deviation’) das coordenadas dos atomos C. dos residuos 11-148 em relagdo a estrutura
inicial (Figura 18d). Observa-se pequenas variagfes no RMSD, que se encontram préximos ou
abaixo de 0.1 nm, mostrando que no processo de aproximacao e insercdo ndo ocorreram
drésticas mudancas estruturais. Somente apds o grande deslocamento devido ao rompimento
das interagcdes com a membrana foram observadas maiores variagdes no RMSD acima de 0.15

nm, mas que ndo indicam também grandes mudangas estruturais.
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Figura 18. Padronizacdo do modelo de simulagdo por SMD da aproximagéo e insercdo de Gal-4C na
membrana de E. coli O86. Dados séo referentes a dez simulagdes (SMD-1 a SMD-10) com distribuicdo iniciais
diferentes de velocidades. (a) Perfis de forca, (b) tempo de insercdo e transposicdo da membrana, (c) energia de
interagdo da proteina com elementos do sistema-(membrana+agua+ions) e (d) mudancas estruturais na cadeia
principal da Gal-4C ao longo do tempo de simulag&o.

Combinando os resultados anteriores, podemos inferir que a trajetéria com menor
energia e que apresenta uma das menores forcas aplicadas € um caminho mais provavel num
potencial processo de insercdo da Gal-4C na membrana. Com base nestas consideracdes
utilizamos a trajetéria SMD-1, que apresentou a menor energia de interacdo ao longo do
processo de insercdo na membrana, para extracdo das coordenadas ao longo da coordenada de
reacao, para visualizar o processo de inser¢do da Gal-4C no modelo de membrana da E. coli
086 (Figura 19a). Nesta simulacdo foi observada uma orientagéo de insercdo da Gal-4C na
membrana onde uma regido hidrofébica da Gal-4C encontra-se voltada para a regido
hidrofobica da membrana ao mesmo tempo em que podemos observar uma regido com alto
potencial eletrostatico positivo envolto pelos carboidratos e grupos fosfato (Figura 19b e 19c).
Esta orientagdo é coerente com um caminho guiado pelo favorecimento das energias e
termodindmica de insercdo decorrente da anfifilicidade da Gal-4C. Curiosamente, esta mesma
orientacdo, que pode ser guiada pela regido hidrofébica da Gal-4C inserindo-se na regido
hidrofobica da membrana, foi também observada nas outras duas simula¢ées SMD (SMD-6 e

SMD-10), que apresentaram a menor forga maxima (Figura 19d e 19e).
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Figura 19. A insercdo de Gal-4C por simula¢Ges SMD foi mais favoravel quando sua regido hidrofébica se
orienta em direcdo a membrana de E. coli O86. (a) Representagdo das configuragdes da trajetoria obtida a partir
da simulagdo SMD do sistema SMD-1 ao longo da coordenada de reacdo. O processo de aproximacao e insercéo
da Gal-4C na membrana ao longo da coordenada de reacédo de 6,5 até 1,0 nm com intervalos de 0,5 nm € ilustrado.
b-e. Configuracdo da Gal-4C por meio da simulagdo SMD na coordenada de reacdo de 1,0 nm. Estdo representadas
as estruturas secundarias (esquerda) e superficie acessivel ao solvente (direita) na mesma visdo. (b) Razdo entre
superficie ndo polar/polar (0,6 a 2,3) e (c) potencial eletrostatico (+ 75 mV) de SMD-1. Raz&o entre superficie ndo
polar/polar (0,6 a 2,3) de (d) SMD-6 ¢ (¢) SMD-10.
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4.3.3.5. Comparacao da superficie hidrofdébica e potencial eletrostatico sobre a superficie
entre os dominios Gal-4C e Gal-4N

Ainda, como forma de aprofundar na caracterizacao dos efeitos de Gal-4 em E. coli O86,
reanalisamos os dados de superficie hidrofobia e potencial eletrostatico sobre a superficie
referentes as estruturas cristalograficas dos dominios de Gal-4 (Rustiguel et al. 2016): Gal-4C
(PDB: 5CBL) e Gal-4N (PDB: 4XZP). Observamos que Gal-4N ndo apresenta uma regido
hidrofobica, diferentemente de Gal-4C. Ainda, a Gal-4C apresenta uma elevada concentracao
de carga positiva na superficie oposta ao CRD, enquanto em Gal-4N a distribuicdo de carga é
mais homogénea (Figura 20). Considerando que o dominio C-terminal da Gal-4 é responsavel
pelo efeito bactericida desta lectina em E. coli O86 por meio do reconhecimento do O-PS
presente no LPS (Stowell et al. 2010), e que os mecanismos conhecidos de AMPs por interacao
em LPS dependem da natureza anfifilica dessas moléculas, com presenca de carga positiva para
interagdo com os grupos fosfato do lipideo A e uma regido hidrofébica que se insere na
membrana (Z. Yu et al. 2015; Bechinger e Gorr 2017), levantamos a hipdtese de que a acdo

bactericida de Gal-4 dependeria de mecanismos de resisténcia a AMPs em E. coli O86.
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Figura 20. Os dominios C- e N- terminais da Gal-4 apresentam perfis distintos de hidrofobicidade e
potencial eletrostatico. A razdo entre a superficie ndo polar/polar e o potencial eletrostatico sobre a superficie
molecular foram calculados para (a, b) Gal-4C e para (c, d) Gal-4N. Estéo representadas as estruturas secundarias
(esquerda) e as superficies acessiveis ao solvente (centro e direita), sendo que a direita é mostrada a visualizacéo
apos rotacao vertical de 180° da estrutura.
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4.3.4. Influéncia dos mecanismos de resisténcia a AMPs na ac¢éo antibacteriana de Gal-4
e Gal-3 em E. coli O86

Nossos resultados anteriores demonstraram que os efeitos antibacterianos de Gal-4 e
Gal-3 em E. coli 086 dependem da interacdo com a porcdo O-PS do LPS. Ainda, a Gal-4C
apresenta um potencial anfifilico por apresentar tanto uma regido hidrofébica como uma carga
parcial positiva, e nossos resultados por SMD sugerem que a insercdo desta lectina na
membrana desta bactéria € favorecida quando a interacdo ocorre por meio de sua regido
hidrofobica. Notavelmente, o LPS também € alvo de AMPs, moléculas com propriedades
anfifilicas cuja interacdo de seus grupos positivos com os fosfatos presentes no lipideo A, assim
como de seus grupos hidrofébicos com as cadeias lipidicas do LPS provoca morte por formacao
de poros na membrana externa bacteriana (Z. Yu et al. 2015).

No entanto, bactérias gram-negativas desenvolveram indimeros mecanismos de
resisténcia que evitam a interacdo desses agentes com o LPS (Simpson e Trent 2019; Liu et al.
2016). Dessa forma, resolvemos investigar se os efeitos observados de galectinas, a partir da
interacdo com o LPS, dependeriam desse mecanismo. Para tanto, realizamos trés abordagens
para resolver esta questfo: i) inibicdo da interacio no LPS por adicdo de Mg?* durante a
incubacdo (C. C. Chen e Feingold 1972); ii) ativacdo e desativacdo dos sistemas de dois
componentes PhoP/Q e PmrA/B por meio de crescimento do indculo bacteriano com altas
concentracdes de Mg?* e Fe3* (Garcia Véscovi, Soncini, e Groisman 1996; Wasten et al. 2000)
e iii) verificacdo da influéncia do gene mcr-1 na acdo de Gal-4 e Gal-3 (Liu et al. 2016). Em
nossos experimentos, optamos por realizar controles com polimixina-B (PmB), que apresenta
0 mesmo mecanismo de acdo que AMPs e ¢ inibido pelos mecanismos de resisténcia
investigados (Z. Yu et al. 2015). Além disso, definidas as concentragdes que reduzem a
viabilidade bacteriana de Gal-4 (1 e 5 uM) e Gal-3 (40 uM) em E. coli 086, resolvemos adota-

las como referéncia para verificacdo dos efeitos antibacterianos destas lectinas.
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4.3.4.1. Padronizagéo das concentragdes de PmB em E. coli O86

Inicialmente procuramos caracterizar a sensibilidade das E. coli O86 a PmB, bem como
realizar um controle de qualidade de nossa preparacdo deste antibiotico comparando com E.
coli NCTC 13846, uma linhagem de referéncia a resisténcia a PmB (Doumith et al. 2016),
através da determinagdo da MIC de PmB (0,25 a 2 pg/mL) nessas bactérias por macrodilui¢do
em caldo. As MICs de PmB obtidas para E. coli 086 e E. coli NCTC 13846 foram 0,2 pg/mL
e 4 pg/mL, respectivamente (Figura 21a), demonstrando que E. coli O86 ndo apresenta
resisténcia intrinseca a acéo deste antibiotico, sendo, portanto, passivel para ser utilizada como
modelo para investigagdes dos mecanismos de resisténcia a AMPs.

A partir deste resultado, realizamos uma curva de concentracéo de PmB (0,1; 0,2; 0,5;
1,0 2,0 ng/mL) em E. coli O86 selvagem e Awaal., como forma de verificarmos concentragdes
bactericidas e subletais deste antibidtico no nosso modelo de contagem de UFC para 20 minutos
de incubacdo. As concentracdes de 1 e 2 pg/mL desse antibiético provocaram perda de
viabilidade para abaixo de um limite detectavel em porcentagem em ambas as bactérias,
enguanto a concentracdo de 0,5 pg/mL para aproximadamente 60% em E. coli O86 selvagem
e 40% em E. coli O86 Awaal (Figura 21b). Alem disso, as concentracdes de 0,1 e 0,2 pg/mL
ndo provocaram perda de viabilidade para as duas bactérias (Figura 21b). A partir das curvas
obtidas, foram adotadas para os experimentos subsequentes em E. coli O86 selvagem e AwaalL
as concentrac6es de PmB maiores que 0,5 pg/mL como bactericidas, que funcionariam como
padrdo de verificacdo dos mecanismos de resisténcia a AMPs, bem como 0,2 e 0,1 pg/mL como

concentracdes ndo-letais deste antibidtico.
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Figura 21. Determinacéo da concentracgdo inibitéria minima e curva de concentracdo de PmB em E. coli
086. (a) Determinagdo da MIC de PmB (0,2; 0,5; 1,0 ¢ 2,0 pg/mL) em E. coli O86 e E. coli NCTC 13846 por
macrodiluigdo em caldo. (b) Curva de concentragdo de PmB. E. coli O86 selvagem e AwaaL (1 x 10" UFC/mL)
foram incubadas com PBS ou PmB (0,1; 0,2; 0,5; 1,0 ou 2,0 pg/mL) por 20 minutos a 180 rpm e 37 °C. Dados
expressam a média + desvio padréo da porcentagem de UFC/mL em relacdo aos controles tratados com PBS para
trés experimentos independentes e trés replicatas de cada amostra. ***p<0,0001 em relacdo aos controles tratados
com PBS e #p<0,05 em relagdo ao mesmo tratamento na bactéria selvagem.
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4.3.4.2. Influéncia da inibigéo por altas concentracdes de Mg?* nos efeitos antibacterianos
de Gal-4 e Gal-3 em E. coli O86

Definidas as concentra¢des de PmB acima de 0,5 pg/mL como bactericidas em nosso
modelo com E. coli 086 selvagem e Awaal., escolhemos tais concentracgdes (0,5; 1,0; 2,0 e 4,0
pug/mL de PmB) como controle em um experimento de determinagéo dos efeitos antibacterianos
de Gal-4 (1 e 5 uM) e Gal-3 (10 e 40 uM) na presenca de Mg?* (20 mM). A presenca de altas
concentracdes deste cation bivalente inibe a atividade de PmB e AMPs por meio de blindagem
da carga negativa dos fosfatos do LPS, impedindo assim a interacdo desses agentes na
membrana externa bacteriana e, consequentemente, seus efeitos bactericidas (Newton 1953; C.
C. Chen e Feingold 1972).

Conforme esperado, a presenca de Mg?* (20 mM) inibiu a atividade de PmB tanto para
E. coli O86 como Awaal, ja que apenas 4,0 pg/mL deste antibidtico foi capaz de reduzir a
viabilidade das bactérias na presenca do cation (Figura 22). Entretanto, a presenca de Mg?* néo
interferiu nas atividades de Gal-4 (1 e 5 uM) e Gal-3 (40 uM) em E. coli 086. Ja em E. coli
086 Awaal, as galectinas ndo reduziram sua viabilidade tanto na presenca quanto auséncia de
Mg?* (Figura 22).
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Figura 22. Os efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3 ndo sdo inibidos com a presenca de altas
concentragdes de Mg?*. Curvas de concentracdo de PmB (0,5; 1,0; 2,0 € 4,0 ug/mL), Gal-4 (1 e 5 uM) e Gal-3
(10 e 40 pM), na presenca e auséncia de Mg?* (20 mM), para E. coli 086 selvagem e Awaal. As incubacdes foram
realizadas por 20 minutos a 180 rpm e 37 °C. Dados expressam a média + desvio padrdo da porcentagem de
UFC/mL em relacdo aos controles tratados com PBS para trés experimentos independentes e trés replicatas de
cada amostra. ***p<0,0001 em relagdo aos controles tratados com PBS e ###p<0,0001 em relacdo a0 mesmo
tratamento na presenca de Mg?".
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4.3.4.3. Influéncia dos sistemas de dois componentes PhoP/Q e PmrA/B nos efeitos
antibacterianos de Gal-4 e Gal-3

Ao verificarmos que a presenca de 20 mM de Mg?* ndo interferiu na atividade
antibacteriana de Gal-4 e Gal-3 em E. coli 086, nos questionamos se mecanismos de resisténcia
bacterianos que dificultam a interacdo de AMPs no LPS interfeririam na atividade destas
lectinas. As bactérias gram-negativas possuem mecanismos cromossémicos que protegem da
interacdo com AMPs, por meio da ativacao dos sistemas de dois componentes que funcionam
tanto na captacdo de sinais fisico-quimicos do ambiente externo como na ativacdo de genes que
promovem alteracBes bioquimicas no LPS e na composi¢do da membrana bacteriana (Z. Yu et
al. 2015; H. D. Chen e Groisman 2013).

O sistema de dois componentes PhoP/Q é ativado a baixas concentracdes de Mg?* e é
inibido em altas concentracdes deste cation. Considerando que o meio LB apresenta uma
concentragdo baixa de Mg?*, de 30 a 200 uM (Neidhardt, Bloch, e Smith 1974; Christensen et
al. 2017), que é suficiente para uma ativacdo média do sistema PhoP/Q (Garcia Véscovi,
Soncini, e Groisman 1996), uma incubacio com altas concentragdes de Mg?* (22 mM) desativa
esse sistema tornando assim a bactéria sensivel a acdo de AMPs (Garcia Véscovi, Soncini, e
Groisman 1996). Ainda, o sistema de dois componentes PmrA/B € ativado por diversas
condicdes, entre elas a presenca de alta concentrages de jons Fe** (Wosten et al. 2000), e
protege da acdo desses peptideos por meio da incorporacédo de altera¢des quimicas nos fosfatos
do LPS (Z. Yu et al. 2015).

Dessa forma, realizamos um ensaio de perda de viabilidade para PmB, Gal-4 e Gal-3
em E. coli O86 que, anteriormente ao experimento, cresceram em meio LB na presenca ou
auséncia de MgCl, (22 mM), que desativa PhoP/Q, ou FeSO4 (400 uM), que ativa PmrA/B,
respectivamente tornando as bactérias sensiveis e resistentes a acdo de PmB (Garcia Véscovi,
Soncini, e Groisman 1996; Wosten et al. 2000). Vale notar ainda que a presenca de oxigénio
no meio de crescimento oxida rapidamente Fe?* em Fe®* (Wosten et al. 2000), justificando a
escolha de FeSOs como fonte desse cation em nossos experimentos. Quando atingida a
D.O.g0onm correspondente a 1,25 x 108 UFC/mL durante o indculo, as bactérias foram
centrifugadas a 5000 x g por 5 minutos a 25 °C, os sobrenadantes foram retirados e meio LB
foi adicionado. As E. coli O86 foram entdo diluidas em meio LB e incubadas com PmB (0,1;
0,2; 0;5;1e 2 ug/mL), Gal-4 (0,2 e 1 uM) e Gal-3 (10 e 40 uM).
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Conforme observado para os grupos tratados com PmB, os crescimentos da cultura de
E. coli O86 na presenca de MgCl. e FeSO4, respectivamente sensibilizaram e tornaram as
bactérias resistentes a acdo desse antibiotico (Figura 23). Diferentemente do que ocorreu nos
grupos controles crescidos apenas em meio LB, as suspensdes de E. coli O86 cultivadas na
presenca MgCly, (22 mM) tiveram suas viabilidades reduzidas para aproximadamente 75%,
75% e 10% quando tratadas com 0,1; 0,2 e 0,5 pg/mL de PmB, respectivamente. J& nos grupos
crescidos na presenca de FeSO4 (400 pM), as concentragdes de 0,5 e 1 pg/mL de PmB, que
foram bactericidas nos controles crescidos na auséncia desse sal, ndo promoveram reducéo
significante de viabilidade, enquanto 2 pg/mL desse antibiotico reduziu a viabilidade de E. coli
086 para aproximadamente 30% (Figura 23). Dessa forma, os controles com PmB indicaram
qgue o modelo de desativacdo de PhoP/Q e ativacdo de PmrA/B por crescimento na presenca
desses agentes foi bem sucedido, ja que as bactérias apresentaram sensibilidade e resisténcia a
acdo desse antibidtico nessas condi¢fes. Entretanto, ndo observamos qualquer alteracdo tanto
para a acdo de Gal-4 quanto Gal-3 nesse modelo (Figura 23), indicando que essas galectinas
agem independentemente das alteracdes fenotipicas promovidas pela ativacao dos sistemas de

dois componentes PhoP/Q e PmrA/B.
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Figura 23. Os efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3 independem do estado de ativacdo dos sistemas de
dois componentes PhoP/Q e PmrA/B. Suspensdes de E. coli 086 (1 x 107 UFC/mL) foram cultivadas em meio
LB, LB suplementado com MgCl, (22 mM), ou LB suplementado FeSO4 (400 uM). As bactérias foram entdo
centrifugadas, lavadas e diluidas em LB, e incubadas com PBS, PmB (0,1; 0,2; 0,5; 1 e 2 ug/mL) Gal-4 (0,2 e 1
M) e Gal-3 (10 e 40 pM) por 20 minutos a 180 rpm e 37 °C. Dados expressam a média + desvio padrdo da
porcentagem de UFC/mL em relacdo aos controles tratados com PBS para trés experimentos independentes e trés
replicatas de cada amostra. **p<0,001; ***p<0,0001 em relacdo aos controles com PBS e #p<0,05; ##p<0,001;
###p<0,0001 onde indicado.

66



4.3.4.4. Influéncia do gene mcr-1 nos efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3

Verificando que os efeitos de Gal-4 e Gal-3 independem da ativacdo dos sistemas de
dois componentes PhoP/Q e PmrA/B que, dentre muitas alteracdes, regulam a ativacao de genes
que transferem grupos L-Ara4N e pEtN em grupos fosfato presentes no lipideo A do LPS,
resolvemos investigar se estas galectinas promoveriam a morte de bactérias que apresentassem
0 gene de resisténcia mcr-1. Esse gene, desconhecido até 6 anos atras, é transferido
horizontalmente entre bactérias na clinica e promove a transferéncia de pEtN no fosfato dos
lipideos A das bactérias gram-negativas de forma constitutiva, tornando-as resistentes a acao
de PmB independentemente da ativagdo dos sistemas de dois componentes (Liu et al. 2016;
2017)

Dessa forma, resolvemos investigar se os efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-
ocorreriam em bactérias que apresentam o gene mcr-1. Considerando que galectinas so
promovem os efeitos em bactérias que apresentam glicanas especificas, nossa estratégia foi
transformar as E. coli 086 e E. coli 086 Awaal. com o plasmideo pMQ124-mcr-1 que concede
este gene de resisténcia e promove a alteracdo do LPS (Liu et al. 2017). O preparo de E. coli
086 e E. coli O86 AwaalL eletrocompetentes, assim como a transformacdo destas com o
plasmideo pMQ124-mcr-1 por eletroporacdo estdo descritos na secdo 3.5. deste trabalho. A
transformacao foi bem sucedida, ja que obtemos clones que cresceram em meio LB com adi¢do
conjunta do antibiético de selecdo do plasmideo pMQ124 (gentamicina - 50 pug/mL) e da
concentragdo inibitoria de 1 pg/mL de PmB para essas bactérias (Figura 21a). Ainda, a
propriedade de crescer nessas condi¢cBes s6 ocorreu nas bactérias competentes que foram
eletroporadas na presenca do plasmideo pMQ124-mcr-1, ndo ocorrendo naquelas que
receberam o controle com H20.

Obtidas as E. coli O86 selvagem e Awaal que apresentam o gene mcr-1, realizamos um
experimento com PmB (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 e 8,0 ug/mL), Gal-4 (1 uM) e Gal-3 (40 uM) para
cinco bactérias: E. coli NCTC 13846, que apresenta o gene mcr-1 (Doumith et al. 2016); E. coli
086; E. coli 086 MCR-1"; E. coli 086 Awaal e E. coli 086 Awaal. MCR-1". Nossos resultados
demonstraram que as bactérias transformadas com o plasmideo pMQ124-mcr-1, E. coli 086
MCR-1* e E. coli 086 Awaal. MCR-1", ndo sofreram redugdo de viabilidade para até 4 ug/mL
de PmB, de forma semelhante a E. coli NCTC 13846, referéncia de resisténcia a acdo deste
antibiotico. Esses resultados contrastam para as formas sem plasmideo dessas bactérias, cujas
viabilidades foram reduzidas para incubag¢6es com 0,5 pg/mL (Figura 24). Dessa forma, esses

resultados reforcam que a transformacgédo que realizamos foi bem sucedida ao tornar essas
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bactérias 16 vezes mais resistentes a acdo de PmB, aumentando a maxima concentragao ndo-
bactericida de 0,2 para 4 pg/mL. No entanto, ambas as E. coli 086 e E. coli 086 MCR-1*
apresentaram a mesma reducéo de viabilidade quando incubadas com Gal-4 (1 uM) e Gal-3 (40
uM). Ainda, ndo houve reducao de viabilidade promovida por estas galectinas em E. coli NCTC
13846, E. coli 086 Awaal e E. coli 086 AwaaL MCR-1" (Figura 24). Sendo assim, nosso
conjunto de dados, por meio de diferentes abordagens de promocédo de resisténcia a AMPs,
demonstra que os efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3 independem da interacdo com o

fosfato do lipideo A do LPS e dos mecanismos convencionais de resisténcia a estes peptideos.

120 oo P
I_I # Hi
o K1 Xl n r |”i|“ hw Bactéria:
100 .
H E. coliNCTC 13846
= 804N ..
E - o B E. coli 086
o |
I-s 60 ki : I E. coli 086 MCR-1*
X 40 s Il E. coli 086 Awaal
P : B E. coli 086 Awaal MCR-1"
20 nm
i . - il ol el o
L ] | J
. 05 1,0 2,0 4,0 80
Gal-4 Gal-3
PmB (ug/mL) (1uM) (40 uM)

Figura 24. Atividades antibacterianas de Gal-4 e Gal-3 independem da presenca do gene mcr-1. E. coli NCTC
13846, E. coli 086, E. coli 086 MCR-1*, E. coli 086 Awaal e E. coli 086 AwaaL MCR-1* (1x 107 UFC/mL)
foram incubadas com PmB (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 € 8,0 ug/mL), Gal-4 (1 uM) e Gal-3 (40 uM) por 20 minutos a 37 °C
e 180 rpm. Dados expressam a média + desvio padrdo da porcentagem de UFC/mL em relagdo aos controles
tratados com PBS para trés experimentos independentes e trés replicatas de cada amostra. ***p<0,0001 em relacdo
aos controles com PBS e ##p<0,001; ###p<0,0001 onde indicado.
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4.3.5. Influéncia da reacéo de Fenton intracelular no efeito bactericida de Gal-4

Tendo verificado que Gal-4 apresenta uma acdo bactericida que independe dos
mecanismos de resisténcia a AMPs, resolvemos investigar mecanismos a montante da interacao
desta lectina com a membrana de E. coli O86 e que podem participar do fendbmeno de morte
promovido por esta lectina. Recentemente, diversos trabalhos levantaram a hipotese que
mecanismos de antibidticos bactericidas conduzem a um escape de superdxido da cadeia
fosforilativa de elétrons, deslocamento de ions Fe de centros de ferro-enxofre presentes em
proteinas intracelulares bacterianas, que por sua vez conduzem a uma reacdo de Fenton
intracelular com producéo de radical hidroxil e dano oxidativo (Kohanski et al. 2008; Daniel J.
Dwyer et al. 2007; Kohanski et al. 2007; D. J. Dwyer et al. 2014; Kohanski, Dwyer, e Collins
2010). Apesar de nao haver consenso sobre a essencialidade desse fenébmeno na promocéo de
morte bacteriana (Keren et al. 2013), diversos efeitos de antibidticos bactericidas sdo inibidos
e/ou atrasados com a adigéo de tioureia (Tio) e 2,2’-bipiridina (2,2’-Bip), que respectivamente
atuam como um agente antioxidante e quelante dos ions Fe®" e, portanto, inibem a reacio de
Fenton intracelular (Kohanski et al. 2007; D. J. Dwyer et al. 2014).

Dessa forma, nos questionamos se a acao bactericida de Gal-4 em E. coli 086
dependeria da promocao dessa reacao e, consequentemente, seria inibida com a adic¢ao de 2,2’-
Bip e Tio. Sendo assim realizamos um experimento com concentracdes bactericidas de Gal-4
(1 uM - Figura 14a) e de Amp (4 pg/mL), obtida por meio de uma curva de concentragdo em
E. coli O86 (Figura 25a), junto a 2,2’-Bip (125 uM), Tio (5 mM) e a associagdo dos dois agentes
(125 uM de 2,2°-Bip + 5 mM de Tio).

A incubacéo de E. coli 086 com Amp (4 pg/mL) culminou numa redugédo de viabilidade
para aproximadamente 50%, sendo esse efeito inibido parcialmente com a adigéo de 2,2’-Bip e
Tio (viabilidade de ambas a aproximadamente 65%, ndo significativo em relacdo ao grupo
tratado isoladamente com Amp) e inibido totalmente com a associacdo de ambos 0s agentes
(viabilidade de 92%), indicando, portanto, que essas concentractes foram eficientes na inibicéo
da acdo deste antibiotico (Figura 25b). Para Gal-4, por sua vez, apenas a adi¢do conjunta de
2,2’-Bip e Tio foi capaz de reduzir parcialmente a reducdo de viabilidade provocada por Gal-4
de 35% (Gal-4) para 50% (Gal-4 +2,2’-Bip e Tio - Figura 25b). Esses resultados sugerem que
a desencadeamento da reacdo de Fenton intracelular influencia parcialmente na agéo bactericida
de Gal-4, diferentemente do que ocorre para Amp nas mesmas condi¢Ges. Dessa forma,
ocorreria um efeito a jusante a partir da acdo provocada pela interacdo de Gal-4 no LPS da

membrana de E. coli O86.
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Figura 25. O efeito bactericida de Gal-4 é parcialmente inibido por 2,2’-bipiridina e tioureia. (a) Curva de
concentragdo de Amp (0,5; 1,0; 2,0; 4,0 ¢ 8,0 pg/mL) e (b) associagdo de Amp (4 pg/mL) e Gal-4 (1 pM) com
2,2’-bipiridina (2,2°-Bip - 125 uM), tioureia (Tio - 5 mM) ou a adi¢do conjunta dos dois agentes (2,2’-Bip 125 uM
+ Tio 5 mM) em E. coli 086 (1 x 10" UFC/mL) para 20 minutos de incubag&o a 180 rpm e 37 °C. Dados expressam
a média + desvio padrdo da porcentagem de UFC/mL em relacdo aos controles tratados com PBS para trés
experimentos independentes e trés replicatas de cada amostra. *p<0,05; **p<0,01; e ***p<0,0001 em relacdo aos

controles com PBS e #p<0,05; ##p<0,001 onde indicado.
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4.4. Caracterizagdo do potencial sinergismo de galectinas com agentes antimicrobianos
em E. coli O86

Tendo avancado na caracterizacdo dos efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3 em E.
coli O86, e definidas as concentracdes letais e subletais destas lectinas (Figura 14), nos
questionamos se estas poderiam ainda agir em conjunto com outros agentes antimicrobianos na
promocdo da morte desta bactéria. Dessa forma, nesta se¢do investigamos a acdo de Gal-4 e
Gal-3 em E. coli O86 em conjunto com os seguintes agentes: i) PmB; ii) adi¢do conjunta de
Gal-4 + Gal-3 e iii) ampicilina e ciprofloxacino. Ainda, avaliamos o potencial antibacteriano

de Gal-3C em adigdes isoladas ou em conjunto com PmB e Gal-4.

4.4.1. Associagédo de Gal4 e Gal-3 com PmB em E. coli O86

Nossos resultados anteriores demonstraram que Gal-4 e Gal-3 independem dos
mecanismos de resisténcia que inibem a acdo de PmB em E. coli O86. Ainda, observamos que
tanto as galectinas quanto PmB promovem seus efeitos a partir da interacdo na molécula de
LPS, porém em sitios distintos: enquanto Gal-4 e Gal-3 dependem da interacdo com o O-PS
para promocao de seus efeitos, PmB interage com o lipideo A presente na membrana externa
bacteriana (Z. Yu et al. 2015). Sendo assim, e por interagirem com 0 mesmo alvo, nos
guestionamos se Gal-4 e Gal-3 agiriam sinergicamente com PmB na promocao de morte de E.
coli O86.

Como forma de respondermos a essa pergunta, realizamos um experimento com a
presenca e auséncia de uma concentracdo subletal de PmB (0,2 pg/mL), determinada
anteriormente em nosso modelo (Figura 21b), junto a concentracdes letais e subletais de Gal-4
(0,2 e 1 uM) e Gal-3 (0,2; 1; 5; 10; 20 e 40 uM) em E. coli O86. Ainda, realizamos controles
com presenca e auséncia de PmB em E. coli 086 selvagem com Gal-1 (20 e 40 uM), que é uma
galectina que néo se liga ao sorotipo O86 (Stowell et al. 2010), com anticorpo anti antigeno
eritrocitario do grupo B (Anti-B - 5 e 40 uM), que é uma proteina nao-lectininica que se liga ao
mesmo alvo O-PS (Springer e Horton 1969; SPRINGER, HORTON, e FORBES 1959; Stowell
et al. 2010) e ainda controles em E. coli O86 AwaalL com Gal-4 (0,2 ¢ 1 uM) ¢ Gal-3 (20 e 40
uM). Definimos o efeito como sinérgico quando verificada diferenca estatistica da adicao
conjunta em relacéo aos controles isolados de cada amostra.

Observamos que Gal-1 e Anti-B ndo promoveram a reducdo de viabilidade de E. coli
086 para nenhuma das concentracGes testadas. Além disso, a concentragdo subletal de PmB

(0,2 ng/mL), quando adicionada concomitantemente a concentracéo subletal de Gal-4 (0,2 uM),
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assim como a maioria das concentragOes subletais de Gal-3 (1, 5, 10 e 20 uM) reduziu a
viabilidade de E. coli O86 para aproximadamente 60% (Figura 26a). O efeito sinérgico néo foi
observado quando adicionadas concentracdes letais de Gal-4 (1 uM) e Gal-3 (40 uM), assim
como na concentracao subletal de 0,2 uM de Gal-3, nas duas concentracdes testadas de Gal-1
(20 e 40 uM) e de Anti-B (5 e 40 uM). Ainda, a associacdo de PmB com Gal-4 (0,2 e 1 uM) e
Gal-3 (20 e 40 uM) nédo provocou a reducéo de viabilidade de E. coli O86 Awaal (Figura 26a).
Tais resultados sugerem que concentracdes subletais de Gal-4 e Gal-3 atuam sinergicamente
com 0,2 ug/mL de PmB na promog¢do de morte de E. coli O86. Ainda, a ligacao lectinica
especifica € necessaria para a reducdo de viabilidade, j& que esta ndo foi observada para
associaces com Gal-1 e Anti-B na bactéria selvagem e para Gal-4 e Gal-3 na bactéria mutante.
Verificando esse efeito sinérgico, nos questionamos se Gal-4 e Gal-3 promoveriam tais
efeitos mesmo em ambientes resistentes a acdo de PmB, nos modelos descritos na secdo 4.3.4.
Sendo assim, realizamos um experimento com presenca de Mg?* (20 mM) durante a incubagio
com 4 concentragdes subletais de PmB (0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 ug/mL) determinadas anteriormente
(Figura 22). Essas concentracdes foram adicionadas em conjunto com concentracdes subletais
de Gal-4 (0,2 uM) e Gal-3 (0,2; 1; 5; 10 e 20 uM) em E. coli O86. Ainda, realizamos controles
com adi¢des conjuntas de Gal-1 (20 e 40 uM) para a maxima concentracdo ndo-bactericida de
PmB na presenca de Mg?* na bactéria selvagem (2 ng/mL) e com adi¢des conjuntas de Gal-4
(0,2 uM) e Gal-3 (20 uM) junto a méxima nao bactericida em E. coli 086 Awaal (1 ug/mL).
Nossos resultados indicam que, para as concentracbes maximas nao-bactericidas de
PmB (1 e 2 pg/mL) na presenca de MgCl2 (20 mM), houve acéo sinérgica junto a concentragdes
subletais de Gal-4 (0,2 uM) e Gal-3 (1, 5, 10 e 20 uM — Figura 26b). Além disso, Gal-4 (0,2
uM) adicionado junto a 1 e 2 pg/mL de PmB reduziu a viabilidade de E. coli O86 selvagem
para, respectivamente, 55 e 45%. Ja para Gal-3, 1 UM dessa lectina junto a PmB (2 pg/mL)
reduziu a viabilidade para aproximadamente 80%; enquanto para as demais concentragdes de
Gal-3 (5, 10 e 20 uM) as viabilidades das suspensdes foram reduzidas junto a PmB (1 pg/mL)
para: 5 UM (80%); 10 uM (80%); 20 uM (75%) e junto a PmB (2 pg/mL) para: 5 uM (65%);
10 uM (65%); 20 uM (50%), respectivamente. Entretanto, ndo foi observado efeito sinérgico
para as concentracgdes de 0,2 e 0,5 pg/mL de PmB junto a essas concentragdes de galectinas na
presenca de 20 mM de MgCl2 (Figura 26b), como observado anteriormente na auséncia desse
cation (Figura 26a). Ainda, ndo houve reducéao de viabilidade observada para associacfes com
Gal-1 na bactéria salvagem e com Gal-4 e Gal-3 na bactéria mutante. Esses resultados sugerem,

portanto, que as concentragdes subletais de Gal-4 e Gal-3 atuam em sinergismo com PmB,
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mesmo na presenca de 20 mM de MgClz, porém apenas para maiores concentracdes subletais
deste antibiotico.

Além disso, associamos concentrac@es subletais de Gal-4 (0,2 uM) e Gal-3 (1; 5; 10 e
20 uM) com concentragdes subletais de PmB em E. coli O86 ap6s crescimento com FeSO4 (400
uM), que ativa o sistema de dois componentes PmrA/B, e em E. coli 086 MCR-1" e E. coli
086 AwaaL. MCR-1". As concentracdes de PmB escolhidas nesses experimentos foram de 0,5
pg/mL para E. coli O86 apos crescimento com FeSQOgs, assim como 1,0 ¢ 2,0 ug/mL para E. coli
086 MCR-1* e E. coli 086 AwaaL MCR-1*, determinadas anteriormente (Figuras 23 e 24).

Observamos que em E. coli O86 com o sistema PmrA/B ativado todas as concentracfes
de galectinas testadas quando adicionadas concomitantemente a 0,5 pg/mL de PmB reduziram
a viabilidade de E. coli O86 selvagem para aproximadamente 50% (Figura 26c). Ainda, Gal-4
(0,2 uM) em associagdo a PmB (1,0 € 2,0 ug/mL) em E. coli 086 MCR-1" reduziu a viabilidade
para 60%. Além disso, Gal-3 (1, 5, 10 ¢ 20 uM) em conjunto com PmB (2,0 ug/mL) reduziu as
viabilidades de todos os grupos de E. coli 086 MCR-1* para 60%, mas em conjunto com 1,0
pg/mL deste antibidtico reduziu significativamente apenas para 5 pM (80%) 10 uM (80%) e 20
UM (75%) desta lectina (Figura 26d). Essas redugdes de viabilidade por parte de Gal-4 e Gal-3
nao foram observadas em E. coli 086 AwaaL MCR-1" (Figura 26d — a direita).

Dessa forma, esse conjunto de dados sugere que Gal-4 e Gal-3 potencializam a agédo de
PmB em E. coli O86 de forma dependente da interagdo com a por¢éo O-PS do LPS. Ainda, essa
associacdo reduz a viabilidade mesmo em condicdes resistentes a acdo de AMPSs, mas apenas

para concentracdes proximas as maximas ndo-bactericidas.
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Figura 26. Gal-4 e Gal-3 potencializam, de forma dependente da presenca do O-PS, os efeitos bactericidas
de concentragdes subletais de PmB em E. coli O86 mesmo em condic¢des de resisténcia a acdo de AMPs. (a)
Adigdes isoladas ou concomitantes de PmB (0,2 pg/mL) com Gal-4 (0,2 e 1 uM), Gal-3 (0,2; 1; 5; 10; 20 e 40
uM), Gal-1 (20 € 40 uM) e Anti-B (5 € 40 uM) em E. coli O86 e de Gal-4 (0,2 e 1 uM) e Gal-3 (20 € 40 uM) em
E. coli 086 AwaalL. (b) Adicdes concomitantes na presenca de Mg?* (20 mM) de PmB (0,2; 0,5; 1,0 e 2,0 ng/mL)
com Gal-4 (0,2 e 1 uM), Gal-3 (0,2; 1; 5; 10; 20 e 40 uM) e Gal-1 (20 e 40 uM) em E. coli O86 e de Gal-4 (0,2
uM) e Gal-3 (20 uM) em E. coli O86 Awaal. (c) AdigBes concomitantes de PmB (0,5ug/mL) com Gal-4 (0,2 uM)
e Gal-3 (1, 5, 10 e 20 pM) em E. coli O86 crescidas em LB suplementado com FeSO4 (400 uM) e (d) Adigdes
concomitantes de PmB (1,0 e 2,0 pg/mL) com Gal-4 (0,2 uM) e Gal-3 (1, 5, 10 e 20 pM) em E. coli 086 MCR-
1* e E. coli 086 AwaalL MCR-1*. Suspens0es de bactérias na concentragdo de 1 x 107 UFC/mL foram incubadas
por 20 minutos a 37 °C e 180 rpm em todos os grupos. Dados expressam a média + desvio padrdo da porcentagem
de UFC/mL em relacdo aos controles tratados com PBS para trés experimentos independentes e trés replicatas de
cada amostra. *p<0,05; **p<0,01; ***p<0,0001 em relacdo aos controles com PBS e #p<0,05; ##p<0,001;
###p<0,0001 em relac@o aos controles isolados.
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4.4.2. Avaliacao do potencial sinergismo de Gal-4 e Gal-3 em E. coli O86

Considerando que tanto Gal-4 e Gal-3, que se ligam no mesmo O-PS em E. coli O86,
potencializaram a acdo de PmB, que interage com o lipideo A do LPS, nos questionamos se a
adicdo conjunta de ambas as galectinas ocasionaria também em um sinergismo na promocéo de
morte da bactéria. Dessa forma, realizamos um experimento nas mesmas condi¢des de tempo e
incubacdo na presenca e auséncia de concentragdes ndo-letais e letais de Gal-4 (0,2 ¢ 1 uM)
juntoa Gal-3 (0,2; 1; 5; 10; 20 ¢ 40 uM) e Gal-1 (20 ¢ 40 uM) em E. coli O86. Ainda, realizamos
a adicdo conjunta de Gal-4 (0,2 uM) com Gal-3 (20 ¢ 40 uM) em E. coli O86 Awaal.

Em E. coli 086, adi¢cdes concomitantes de Gal-3 com 0,2 uM de Gal-4 apresentaram
sinergismo com as concentracdes de 5, 10 e 20 uM de Gal-3 (Figura 27). Entretanto, ndo foi
observado esse efeito tanto para outras concentracGes subletais de Gal-3 (0,2 e 1 uM), quanto
para a letal (40 uM) junto a 0,2 uM de Gal-4, assim como néo foi observado qualquer efeito
modulatério com a concentracdo letal de 1 pM de Gal-4. Além disso, o sinergismo com Gal-4
ndo foi observado em conjunto com Gal-1 na bactéria selvagem assim como de Gal-4 (0,2 uM)
com Gal-3 (5, 10 e 20 uM) em E. coli O86 Awaal (Figura 27). Sendo assim, estes resultados
sugerem que tal efeito sinérgico deriva da interacdo especifica de concentracdes subletais de
Gal-4 e Gal-3 com 0 mesmo alvo O-PS de E. coli O86.

120- —— E.co0li086 = E. coli 086 Awaal
| & 3 Gal-4 (uM)
001k 91 B i & P LR P sli
y % & ! (=T
80' O] #
g o e = o,2
w 6091 . s T L - oo B 1,0
=) O] s ook b -
R 404 i : T ook
201 i I
0= y _ - _
0,2 1 5 10 20 40 20 40 5 10 20
] ] 1 1 L ]
+ Gal-3 (uM) + Gal-1 (UM) + Gal-3 (uM)

Figura 27. Gal-4 e Gal-3 apresentam efeitos sinérgicos na reducao de viabilidade de E. coli O86 de forma
dependente da presenca do O-PS. Adigdes isoladas ou concomitantes de Gal-4 (0,2 e 1 uM) com Gal-3 (0,2; 1;
5;10; 20 € 40 uM) ou Gal-1 (20 e 40 uM) foram realizadas em E. coli O86. Ainda, Gal-4 (0,2 uM) foi associada
com Gal-3 (5, 10 € 20 uM) em E. coli 086 Awaal. Suspensdes de bactérias a 1 x 107 UFC/mL foram incubadas
por 20 minutos a 180 rpm e 37 °C. Dados expressam a média + desvio padrdo da porcentagem de UFC/mL em
relacdo aos controles tratados com PBS para trés experimentos independentes e trés replicatas de cada amostra.
**p<0,001; ***p<0,0001 em relagdo aos controles com PBS e #p<0,05 e ###p<0,0001 em rela¢do aos controles
isolados.
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4.4.3. Caracterizacgdo dos efeitos antibacterianos de Gal-3C em E. coli O86

Observada a capacidade de Gal-3 (40 uM) em reduzir a viabilidade de E. coli O86, bem
como de concentracdes subletais dessa lectina em associar-se com PmB e Gal-4 na promogéo
de morte desta bactéria, nos questionamos se a forma inteira desta proteina é necessaria para
essas atividades. A Gal-3 é uma proteina que possui um dominio globular C-terminal que
contém o seu CRD. Além disso, apresenta uma cauda N-terminal flexivel que possui papel
fundamental na oligomerizacao e responsavel para muitos efeitos bioldgicos promovidos por
esta lectina (Kuwabara e Liu 1996; Fermino et al. 2011). Dessa forma, resolvemos investigar
os efeitos da forma truncada de Gal-3, que consiste apenas no dominio C-terminal com o CRD
(Gal-3C), em E. coli O86 para adic¢des isoladas ou em associacdo com PmB e Gal-4.

4.4.3.1. Producéo do lote de Gal-3C recombinante

A obtencdo da Gal-3C utilizada para estes ensaios foi realizada por produgéo heter6loga
em sistema procarioto e purificacdo por afinidade em coluna de o-lactose-agarose, de forma
semelhante as outras galectinas que utilizamos neste trabalho (metodologia descrita na secédo
3.1.). Dessa forma, obtemos frac6es eluidas da coluna cromatogréfica por afinidade com lactose
(Figura 28a), que foram juntadas em um lote Unico de aproximadamente 14 mg de Gal-3C e
congeladas em freezer -80 °C até o momento de uso (Figura 28b). A verificacdo da
homogeneidade do lote por SDS-PAGE mostra que as preparacdes estavam homogéneas, com
uma banda Unica ao redor de 17 kDa (Figura 28c), estando este resultado de acordo com a massa
tedrica de Gal-3C (16,16 kDa).
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Figura 28. Producao e verificagdo da homogeneidade do lote de Gal-3C recombinante. (a) Leitura das fracdes
eluidas em coluna de a-lactose-agarose de Gal-3C. O perfil de eluicdo foi monitorado pela medida de absorbancia
de 280 nm e as concentracdes expressas no eixo y foram baseadas nos parametros de € e MM de cada proteina. A
linha paralela ao eixo x indica as fragdes que foram reunidas, divididas em aliquotas de 1 mL e armazenadas em
freezer -80 °C. (b) Tabela com dados de rendimento total e (c) perfil eletroforético (SDS-PAGE) de amostras dos
lotes de Gal-3C purificadas. PM — Marcadores de peso molecular.
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4.4.3.2. Incubacdo com Gal-3C isoladamente ou em associagdo com PmB e Gal-4 em E.
coli O86

Obtidas as formas truncadas Gal-3C, realizamos inicialmente uma curva de
concentragéo desta lectina (0,2; 1; 5; 10; 20 e 40 uM) em E. coli 086 (1 x 10" UFC/mL) por
meio de incubagdo por 20 minutos a 37 °C e 180 rpm. Podemos observar que, diferentemente
do que ocorre com as mesmas concentragcbes de Gal-3 para E. coli O86 (Figura 14b), a
concentragdo de 40 uM de Gal-3C ndo reduziu a viabilidade desta bactéria (Figura 29a).

Ainda, resolvemos avaliar a associacdo de Gal-3C (5, 10 ¢ 20 uM) com concentragdes
subletais de PmB (0,2 pg/mL) e de Gal-4 (0,2 uM) no mesmo modelo. Observamos que
nenhuma associacdo com PmB (Figura 29b) e Gal-4 (Figura 29c) foi capaz de reduzir a
viabilidade de E. coli O86, como observado anteriormente para as mesmas concentracfes da
forma inteira desta lectina (Figuras 26 e 27).

Sendo assim, acreditamos que a forma inteira da Gal-3 é necesséria para promocao de
suas propriedades antibacterianas, tanto para reducdo da viabilidade de E. coli O86 a 40 uM,
como suas associacdes com concentracdes subletais de PmB e Gal-4, sugerindo, portanto, que

a capacidade de oligomerizacao desta lectina é importante nestes efeitos.
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Figura 29. Gal-3C néo reduz a viabilidade de E. coli O86 e ndo apresenta sinergismo com PmB e Gal-4. (a)
Curva de concentracdo de Gal-3C (0,2; 1; 5; 10; 20 e 40 uM) em E. coli O86. Adicdes isoladas ou associacbes de
Gal-3C (5, 10 € 20 uM) com (b) PmB (0,2 ug/mL) e (c) Gal-4 (0,2 uM) em E. coli O86. Suspensdes de bactérias
a1 x 107 UFC/mL foram incubadas por 20 minutos a 180 rpm e 37 °C. Dados expressam a média * desvio padréo
da porcentagem de UFC/mL em relagdo aos controles tratados com PBS para trés experimentos independentes e
trés replicatas de cada amostra.

77



4.4.4. Associacdo de Gal-4 e Gal-3 com ampicilina e ciprofloxaxino

Tendo caracterizado a associacdo de Gal-4 e Gal-3 com agentes que se ligam ao LPS,
resolvemos investigar a associagdo com outros agentes bactericidas que agem
independentemente dessa interagcdo. Dessa forma, realizamos um experimento de associacao de
concentragdes subletais e letais de Gal-4 (0,2 ¢ 0,8 uM) e Gal-3 (0,2; 1; 5; 10; 20 e 40 uM)
junto a uma concentragdo subletal de Amp (1 pg/mL), determinada anteriormente (Figura 25a).
Observamos que, diferentemente do que ocorre para PmB e associacdes entre Gal-4 e Gal-3,
ndo houve sinergismo para nenhuma das concentracfes testadas de galectinas junto a
concentragéo subletal de Amp (Figura 30a).

Ainda, resolvemos avaliar o possivel efeito sinérgico de Gal-4 e Gal-3 com
ciprofloxaxino (Cipro). Realizamos primeiramente uma curva de concentracao deste antibidtico
em E. coli 086, como forma de determinarmos a maxima concentracdo nao-letal em nosso
modelo. Observamos que 100, 50 e 25 ng/mL de Cipro reduziram a viabilidade de E. coli O86
para respectivamente 5%, 25% e 80% (Figura 30b). No entanto, 12 e 6 ng/mL deste antibiotico
ndo reduziram a viabilidade da bactéria (Figura 30b). Sendo assim, escolhemos a concentracao
de 12 ng/mL para o experimento subsequente de associagdo com Gal-4 (0,2 ¢ 0,8 uM) e Gal-3
(20 e 40 uM).

Observamos que de todas as condicdes testadas, apenas a associacdo de Cipro (12
ng/mL) com a concentracao bactericida de Gal-4 (0,8 uM) foi capaz reduzir a viabilidade de E.
coli 086 (Figura 30c), diferentemente do que ocorre para as associacdes com PmB, entre Gal-
4 e Gal-3 e com Amp. Dessa forma, acreditamos que o sinergismo de Gal-4 ndo se limita a
agentes que interagem com o LPS, podendo ocorrer em associagdo a outros mecanismos
antibacterianos em E. coli O86.
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Figura 30. O efeito bactericida de Gal-4 em E. coli 086 apresenta sinergismo com Cipro. (a) Incubagdo de
Gal-4 (0,2 € 0,8 uM) e Gal-3 (0,2; 1; 5; 10; 20 e 40 uM) com a presenca ¢ auséncia de Amp (1 pg/mL) em E. coli
086. (b) Curva de concentracdo de Cipro (100, 50, 25, 12 e 6 ng/mL) em E. coli O86 e (c) associagdo de Cipro
(12 ng/mL) com Gal-4 (0,2 e 0,8 uM) e Gal-3 (20 € 40 uM). Suspensdes de bactérias a 1 x 10’ UFC/mL foram
incubadas por 20 minutos a 180 rpm e 37 °C. Dados expressam a média + desvio padrdo da porcentagem de
UFC/mL em relacéo aos controles tratados com PBS para trés experimentos independentes e trés replicatas de
cada amostra. ***p<0,0001 em relacéo aos controles com PBS e ##p<0,001 em relacdo aos controles isolados.
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5. DISCUSSAO

Neste trabalho demonstramos que o potencial de interacdo de Gal-4 e Gal-3 com a regido
O-PS de E. coli 086 é um modelo promissor para desenvolvimento de estratégias
antimicrobianas. Para tanto, demonstramos que a Gal-4 leva a uma rapida perda de viabilidade
dessa bactéria, que provoca perda de viabilidade de membrana, depende apenas parcialmente
dos mecanismos de inducdo de radical hidroxil, e independe da resisténcia a AMPs. Por sua
vez, a Gal-3 em altas concentragdes reduz a viabilidade de E. coli O86 de forma dependente da
presenca do O-PS e independente dos mecanismos de resisténcia a AMPs. Ainda, essas
galectinas apresentam funcdes sinérgicas com outros agentes antimicrobianos como PmB e
Cipro.

Nossos dados indicam que Gal-4 diminui rapidamente a viabilidade da suspenséo de E.
coli 086 ja apo6s o primeiro minuto de incubacdo, com um crescimento posterior apds o 20°
minuto, diferentemente de Amp e outros antibidticos bactericidas (Lobritz et al. 2015). No
entanto, mesmo havendo esse aumento, os resultados relativos aos controles de cada tempo sdo
semelhantes a faixa anteriormente observada pelos autores de > 0% e < 10% de viabilidade
relativa apos 2 horas de incubacdo com Gal-4 (Stowell et al. 2010) e para outros trabalhos que
verificaram os efeitos bactericidas de galectinas (Sasaki et al. 2020; A. M. Park et al. 2016;
Stowell et al. 2014).

Ainda, outros trabalhos ja relataram a formacdo de grumos e presenca de unidades
viaveis de bactérias apds tratamentos com galectinas (Sasaki et al. 2020; A. M. Park et al. 2016).
Considerando nossos resultados de incubacdo de diferentes concentragdes iniciais de E. coli
086 com uma alta concentracao de Gal-4 (5 uM), acreditamos que essas unidades se tratam de
bactérias resistentes a sua acao bactericida em uma mesma populagdo, ao invés de uma possivel
deplecéo dessa lectina no meio por excesso de ligante ou mesmo por aglutinacdo das bactérias,
fendmeno que as protegeria da agdo bactericida da Gal-4. Nossos resultados com tratamentos
em 1 x 10° UFC/mL de concentragdo inicial de E. coli O86 corroboram com essa hipotese, ja
que se trata de uma densidade muito baixa de células que apresentou 0 mesmo percentual de
unidades viaveis, em relagdo as concentragdes inciais de 1 x 10® e 1 x 10’ UFC/mL, apods
incubacdo com uma alta concentracdo de Gal-4. Ainda, foi sugerido que esse fendbmeno néo é
resultado de uma mutacéo, ja que ha relatos de que um novo inoculo a partir de uma colénia
sobrevivente é igualmente susceptivel a acdo de galectinas (A. M. Park et al. 2016). Dessa
forma, é possivel que a E. coli O86 apresente mecanismos para garantir uma composi¢do

heterogénea em uma mesma populacéo, como ja relatado para variantes de N. gonorrhoeae que
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conseguem alterar a biossintese do LOS, e suas respectivas glicoformas, mesmo na auséncia de
uma presséo seletiva (John et al. 2002; Schneider et al. 1988). Curiosamente, foi relatado ainda
que certas bactérias apresentam propriedades de regulacdo estocastica de expressao génica,
permitindo que uma parcela da populacdo expresse um fenotipo de resisténcia na auséncia de
pressdo seletiva (Carey et al. 2018). Embora o unico fator determinante até entdo conhecido
para acdo de galectinas em bactérias seja a presenca do ligante, ndo se descarta, entretanto, que
outro mecanismo ainda ndo descrito seja responsavel por essa resisténcia observada para a agdo
de galectinas em bactérias. De toda forma, é importante notar que as bactérias podem ter
desenvolvido essas propriedades como um mecanismo evolutivo de colonizagéo de organismos
que expressam galectinas bactericidas, ja que, a partir dessa estratégia, se garante que uma
parcela da populacdo bacteriana permanece viavel para propagacdo do gendtipo as geracoes
subsequentes.

A Gal-4 promove a morte de E. coli O86 por meio da ligacdo lectinica na porgdo O-PS
do LPS, ja que esse efeito ndo é observado na mutante Awaal, na presenca do carboidrato
inibidor lactose, ou em formas mutadas de Gal-4 que perderam seu reconhecimento do
carboidrato (Stowell et al. 2010). Nossos resultados por AFM, que determinaram o impacto
desta lectina na topografia de membrana de E. coli O86 com perda de integridade e formacéo
de extrusbes vesiculares, se assemelham ao fenétipo do efeito observado de AMPs e
polimixinas na membrana de bactérias gram-negativas (Kalfa et al. 2001; Brogden 2005;
Hollmann et al. 2018; Tran et al. 2018) e reproduzem a perda de integridade de membrana
observada anteriormente, associada ao efeito bactericida de Gal-8 em E. coli O86 (Stowell et
al. 2010).

Ainda, apesar de ambos os dominios de Gal-4 serem capazes de reconhecer a regido O-
PS nesta bactéria, a Gal-4C é suficiente para promocdo de morte deste microrganismo (Stowell
et al. 2010). Em nossas analises por DM no modelo de membrana de E. coli 086, a Gal-4C
interage com a porgéo carboidrato do LPS, sem, entretanto, se inserir na membrana. A interacéo
é mais favoravel quando ocorre por meio das etapas sequenciais de interacdo com o0 CRD e 0
seguinte direcionamento da regido hidrofobica da proteina em dire¢cdo & membrana, conforme
verificado na simulagdo MD-2 da Figura 12. No entanto, a auséncia de inser¢cdo pode ser em
decorréncia do tempo curto da anélise realizada (100 ns), da necessidade da presenca de outras
moléculas nos arredores, como proteinas de membrana bacteriana ndo contempladas em nosso

sistema, ou mesmo outras Gal-4/Gal-4C.
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Por sua vez, as andlises por SMD das energias envolvidas e da conformacdo da Gal-4C
durante a inser¢do na membrana externa sugerem que, nesse processo, a conformacdo do
dominio com a regido hidrofobica em direcdo a membrana se torna mais favoravel. Ainda,
nossas analises das propriedades de superficie da Gal-4C indicam que esse dominio apresenta
anfifilicidade, propriedade presente em AMPs e necessaria para a acdo desses peptideos na
membrana externa bacteriana (Brogden 2005; Hollmann et al. 2018). Considerando a natureza
anfifilica da Gal-4C, e que € necessaria a ligacdo lectinica para a ocorréncia da morte bacteriana
(Stowell et al. 2010), é possivel que a interacdo do CRD com o O-PS tenha uma funcéo
importante ndo apenas na ades&o inicial da proteina com este carboidrato do LPS, mas também
como forma de estabilizar a estrutura da Gal-4C durante a inser¢do na membrana, assim como
outras regides polares da proteina nos demais carboidratos do glicocalix bacteriano, e assim
favorecer a interacdo da regido hidrofébica do dominio no componente lipidico de membrana.
Vale notar que a interagdo e possivel insercdo de Gal-4C na membrana de E. coli O86 tem
maior potencial de desestabilizar a membrana devido ao volume ocupado por uma proteina,
guando em comparacdo ao tamanho e volume de AMPs (Brogden 2005). Por sua vez, a
contribuicdo da ligacdo lectinica do dominio N-terminal da Gal-4, apesar de ndo ser necessaria
para a ocorréncia de morte em E. coli 086 (Stowell et al. 2010), ndo pode ser descartada por
potencialmente permitir ligacdes cis-homotipicas em demais moléculas de LPS (Marth e
Grewal 2008), assim aumentando o grau de complexidade da interacdo e desestabilizacdo da
membrana.

Nessa linha, os achados de formacdo de extrusGes vesiculares associados a agdo
bactericida de Gal-4 sugerem que essa proteina possa ainda induzir uma curvatura negativa na
membrana, tal como AMPs (Schmidt e Wong 2013). Dessa forma, tanto por ligagdo na
superficie do carboidrato como por meio de insercdo na membrana, é possivel que varias Gal-
4 poderiam se agregar localmente sobre o glicocalix bacteriano, criando zonas de
desestabilizacdo no LPS, induzindo curvatura, e assim contribuindo conjuntamente para a perda
de homeostase da membrana de forma anédloga aos modelos de adeséo e de insercédo de AMPs
(Brogden 2005; Schmidt e Wong 2013; Hollmann et al. 2018). Entretanto, outros possiveis
efeitos que ocorreriam indiretamente como consequéncia dessa interacdo ndo podem ser
desconsiderados, como interferéncia no trafico de lipideos e perda de assimetria da membrana
externa (May e Grabowicz 2018).

Por outro lado, nossas investigacdes da possivel interferéncia da producdo de espécies

reativas de oxigénio por meio da reacdo de Fenton intracelular sugerem que a Gal-4 depende
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apenas parcialmente desse mecanismo a jusante, comum para muitas classes de antibioticos
bactericidas (Kohanski et al. 2007; Lobritz et al. 2015). Dessa forma, é possivel que o dano de
membrana provocado pela Gal-4 culmine no escape de superdxido da cadeia fosforilativa, e a
consequente producdo de radical hidroxil (Kohanski et al. 2007), de forma semelhante ao que
ocorre paraa PmB (Imlay 2013; Z. Yu et al. 2015). Entretanto, a capacidade de inibi¢ao desses
agentes para o efeito bactericida da Gal-4 foi consideravelmente inferior da observada para a
Amp, sugerindo que, apesar de aparentemente ocorrer um fendbmeno metabolico a jusante da
interacdo na membrana, ele ndo é essencial na promocédo de morte da bactéria.

Por sua vez, foi relatado que a Gal-3 também reconhece a por¢do O-PS da E. coli 086,
porém sem provocar a morte desta bactéria (Stowell et al. 2010). Surpreendentemente,
verificamos que uma alta concentracdo de Gal-3 (40 uM) reduz a viabilidade de E. coli O86, e
esse efeito é dependente da ligagdo no O-PS, ja que ndo ocorreu em E. coli O86 Awaal, assim
como é dependente da presenca do residuo N-terminal, ja que Gal-3C ndo reduziu a viabilidade
da bactéria selvagem. Considerando que em E. coli O86 s6 tinham sido testadas concentracfes
de até 5 uM de Gal-3 (Stowell et al. 2010), e em nossos resultados concentracdes desta lectina
para até 20 uM ndo reduziram a viabilidade da bactéria, nossas observacoes estdo de acordo
com o que foi descrito anteriormente. Ainda, vale notar que propriedades bactericidas de Gal-
3 ja foram relatadas em H. pylori (A. M. Park et al. 2016) e propriedades bacteriostaticas em S.
pneumoniae (Farnworth et al. 2008), sugerindo que, dependendo da glicana presente no LPS e
de outros fatores relacionados a espécie de bactéria, a ligacdo de Gal-3 no O-PS tem
propriedades antibacterianas. Por outro lado, ndo é possivel determinar por meio de nossos
resultados se a perda de viabilidade verificada para Gal-3 em E. coli O86 deriva de um efeito
bactericida ou bacteriostatico. De toda forma, em nosso modelo de E. coli O86 adotamos a
concentragdo de 40 UM como uma referéncia das propriedades antibacterianas de Gal-3 para 0s
experimentos subsequentes.

O mecanismo de acdo de AMPs depende principalmente do reconhecimento da carga
negativa dos fosfatos presentes no LPS, e da inser¢cdo no componente lipidico da membrana
externa bacteriana (Rice e Wereszczynski 2018; Brogden 2005; Simpson e Trent 2019).
Considerando as propriedades anfifilicas da Gal-4C, e os efeitos decorrentes da interagdo de
Gal-4 e Gal-3 no LPS bacteriano, nos questionamos se a a¢ao destas lectinas dependeria dos
mecanismos de resisténcia a AMPS, que Sa0 responsaveis em promover as principais alteragoes
no LPS, garantindo a resisténcia das bactérias a agentes antimicrobianos. No entanto, nossos

resultados demonstraram que os efeitos de Gal-4 e Gal-3 independem dos mecanismos de
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resisténcia a AMPs. Para tanto, realizamos trés abordagens diferentes como forma de resolver
essa questdo: i) inibicdo da interacdo com o fosfato por suplementacdo do meio com altas
concentracdes de Mg?* (Newton 1953; C. C. Chen e Feingold 1972), ii) ativac&o e desativacéo
dos sistemas de dois componentes PhoP/Q e PmrA/B (Garcia Véscovi, Soncini, e Groisman
1996; Wasten et al. 2000) e iii) transformacdo de E. coli O86 com plasmideo contendo o gene
mcr-1 (Liu et al. 2016; 2017), sendo que em nenhuma das abordagens foi observada a
resisténcia a acao de Gal-4 e Gal-3.

Nossos resultados se destacam por indicarem que a ligacdo das galectinas na regido O-
PS culmina em propriedades antibacterianas distintas do observado para 0s mecanismos de
resisténcia a AMPs e polimixinas, mesmo considerando que interagem no mesmo alvo, o LPS
(Hollmann et al. 2018; Z. Yu et al. 2015). Soma-se a isso a importancia de que as propriedades
antibacterianas de Gal-4 e Gal-3 independem da presenca do gene mcr-1, que vem sendo alvo
de preocupacdo da comunidade médica e cientifica nos ultimos anos por conferir resisténcia a
um Gltimo recurso terapéutico e, assim, preencher uma lacuna no repertério de mecanismos de
acao antibacterianos contemplados em bactérias MDR (Liu et al. 2016; Garcia-Menifio et al.
2019; Wu et al. 2021). Ainda, as diversas alteracdes promovidas pelos sistemas de dois
componentes PhoP/Q e PmrA/B, que ndo se resumem apenas na transferéncia de grupos
quimicos aos fosfatos do LPS (Simpson e Trent 2019; Z. Yu et al. 2015), indicam que essas
alteracdes ndo sdo suficientes para reduzirem os efeitos promovidos por Gal-4 e Gal-3. Vale
notar que, apesar de verificarmos, em nossas simulacdes por SMD, interacdes com o lipideo A
e o oligossacarideo central do LPS por parte da Gal-4C, alteracdes nessas regides aparentemente
ndo sdo suficientes para evitar o efeito bactericida observado e sugerem, portanto, um
mecanismo distinto para provocar lise da membrana bacteriana. Em nosso conhecimento,
somos o primeiro grupo a demonstrar que as galectinas independem da presenca ou ativacao
desses mecanismos de resisténcia. Dessa forma, apesar de dependerem da interagdo com a
regido O-PS, acreditamos que as galectinas detém grande potencial para serem exploradas como
modelo de desenvolvimento de novas estratégias antibacterianas na clinica.

Ainda nessa linha, verificamos que tanto Gal-4 como Gal-3 apresentam efeitos
sinérgicos com PmB na promog&o de morte de E. coli O86. Verificamos que a ligacdo especifica
ao O-PS e importante, j& que ndo ocorreu junto as adi¢cdes de Gal-1 na bactéria selvagem, e de
Gal-4 e Gal-3 na bactéria mutante. Por outro lado, o Anti-B, que se liga com alta afinidade
(Mishra e Mariuzza 2018) no antigeno do tipo B presente na regido O-PS de E. coli 086
(Springer e Horton 1969; Stowell et al. 2010), também néo foi capaz de potencializar os efeitos
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de PmB nesta bactéria, indicando que a interacdo na glicana ndo é suficiente per si. Dessa forma,
a diferenca na interacao das galectinas ao O-PS em comparacao as verificadas para anticorpos,
tanto pela natureza da afinidade de ligacdo, como pelas diferencas nas propriedades de
oligomerizacdo e estabilizacdo de ligantes, favorecem esta classe de lectinas em detrimento aos
anticorpos para a potencializacdo dos efeitos da PmB. Entretanto, até 0 momento n&o se sabe
se essa interacdo potencializaria a acdo de AMPs enddgenos. Considerando a presenca de ambas
as classes de moléculas no contexto infeccioso e de inflamacéo (Farnworth et al. 2008; Cao e
Guo 2016), sugerimos que galectinas possam atuar junto a esses peptideos na promogéo
eliminacdo de patogenos especificos, trazendo maior complexidade as propriedades
antibacterianas de galectinas e especificidade ao repertério de elementos microbicidas da
imunidade inata. Se isso for verdade, as galectinas poderia tanto atuar na resolucao de patdégenos
humanos, como também para o controle de infeccdes em animais invertebrados que dependem
quase que exclusivamente de elementos da imunidade inata (Zhang et al. 2020; Garcia-
Maldonado, Cano-Sanchez, e Hernandez-Santoyo 2017; Sreeramulu et al. 2018). Ainda, vale
notar que muitos desses organismos apresentam um grande repertdrio de galectinas (Takeuchi
2018), ressaltando uma importancia evolutiva desta familia de lectinas nesse contexto.

Por sua vez, a forma truncada da Gal-3, a Gal-3C, néo foi capaz de potencializar a a¢éo
da PmB. Considerando que a perda da regido N-terminal dessa lectina compromete a
oligomerizacdo, que envolve as interagdes inter e intra moleculares de natureza difusa (Y. H.
Lin et al. 2017), é possivel que a capacidade de oligomerizacdo das galectinas seja um evento
importante para a potencializacdo do efeito da PmB. Além disso, foi relatado que, por meio da
oligomerizacdo, a Gal-3 forma complexos com separacdo de fase liquido : liqguido com o LPS
bacteriano (Chiu et al. 2020), resultando potencialmente na alteragdo do microambiente onde
se situa a regido carboidrato do LPS e, assim, favorecendo a interacdo e insercdo da PmB.
Entretanto, ndo sabemos se a capacidade da Gal-4 em realizar ligagdes bivalentes, por meio da
ligacdo de ambos seus dominios no O-PS da E. coli O86, € também necessaria para a promog¢ao
da potencializacdo observada em PmB nesta bactéria, assim como quantas interagcdes de
galectinas : O-PS culminam em um sinergismo com PmB, e se a capacidade de oligomerizagéo
das galectinas seria um fator determinante na promocéo deste mecanismo microbicida. Dessa
forma, mais estudos que respondam esses questionamentos se fazem necessarios, considerando
a variedade de interacOes ja conhecidas de galectinas com o LPS de gram-negativas (Stowell et
al. 2014; Knirel et al. 2014; Farnworth et al. 2008; A. M. Park et al. 2016; S K Gupta et al.

86



1997; Kavanaugh et al. 2013; Sasaki et al. 2020; Nita-Lazar et al. 2015; Quattroni et al. 2012;
John et al. 2002).

Nossos resultados mostraram ainda que a interacdo por parte de Gal-4 e Gal-3 com a
regido O-PS ¢ capaz de potencializar o efeito da PmB mesmo na presenca de 20 mM de Mg?*,
da ativacdo do sistema de dois componentes PmrA/B, e na presenca do gene mcr-1. No entanto,
nesses casos sO se observa a potencializagdo para as maiores concentrac@es subletais deste
antibiotico, sugerindo assim que as concentracGes subletais das galectinas atuam no
favorecimento da interagdo da PmB no seu alvo LPS. Esses achados sdo importantes tanto para
a formulagdo de hipdteses mecanisticas acerca desse fendbmeno, como ressaltam a importancia
clinica do potencial antimicrobiano de galectinas por meio se suas intera¢cdes com o O-PS. Foi
relatado que os efeitos de promoc¢édo de morte de PmB dependem da entrada desse antibiético
no espaco periplasmatico e insercdo na membrana interna bacteriana (Velkov et al. 2013; 2010;
Hollmann et al. 2018). Dessa forma, se a Gal-4 e a Gal-3 per si permeabilizassem a membrana
e permitissem a entrada de PmB, nas condi¢des de resisténcia a AMPs, essas lectinas
potencializariam a concentracdo de 0,2 pg/mL de PmB, o que ndo foi verificado. Ainda, ndo foi
observado sinergismo de PmB (0,2 pg/mL) junto a concentrag@o bactericida de Gal-4 (1 uM).
Portanto, acreditamos que essas lectinas atuem conjuntamente com a PmB na membrana
externa, facilitando a interacdo e insercdo dessas moléculas por meio da ligagdo lectinica, ao
invés de abrirem poros na membrana externa e permitirem a passagem de PmB ao espaco
periplasmatico. Sendo assim, a formacédo de dominios de ligacdo e potencial desestabilizacéo
do glicocélix bacteriano, por meio das interacdes de natureza multivalente da Gal-4 e de
oligomerizacdo da Gal-3, podem reduzir a concentracdo necessaria desses antibioticos para
atingir o limiar do efeito microbicida (Starr, He, e Wimley 2016).

Além disso, ao verificarmos que as concentragdes de 0,2 uM de Gal-4 ¢ 1 uM de Gal-
3, que ocorrem in vivo (Cao e Guo 2016; Sato et al. 2002), sdo capazes de potencializar a agéo
da PmB, é possivel que o até entdo subestimado papel de galectinas endogenas possa ter um
influéncia relevante junto a terapia por polimixinas na clinica, mesmo em infeccGes de bactérias
MDR e/ou que apresentem o gene mer-1. E importante notar que tratamentos clinicos com PmB
e colistina apresentam diversos efeitos toxicos (Biswas et al. 2012; Z. Yu et al. 2015), sendo
uma estratégia atual a busca de novas associacfes que potencializem a acéo dessa classe de
antibioticos como forma de diminuir o valor da dose terapéutica (Hollmann et al. 2018). No

entanto, a investigacdo do impacto in vivo dessa associagdo se faz necessaria.
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Curiosamente, ndo apenas a Gal-4 e Gal-3 potencializam a acdo da PmB, que se liga em
um sitio distinto da mesma molécula, mas também a administracdo conjunta de concentragdes
subletais de ambas as galectinas revelou que estas apresentam um efeito sinérgico e dependente
da ligacdo especifica no O-PS, ja que esse fenébmeno néo foi observado em associacgdes de Gal-
4 com Gal-1. Ainda, o sinergismo ndo ocorreu quando associada alguma concentragdo
antibacteriana de Gal-3 (40 uM) e Gal-4 (1 uM), e a necessidade da forma inteira da Gal-3 para
a ocorréncia desse fenémeno também foi verificada, sugerindo que a oligomerizacéo por parte
desta lectina é importante. Sendo assim, € possivel que, neste caso, a Gal-3 facilite a interagédo
e insercdo da Gal-4 na superficie da membrana externa bacteriana, de forma possivelmente
semelhante ao que ambas fazem com PmB, para que a galectina tandem repeat por sua vez
provoque seus efeitos bactericidas.

No caso de outros agentes antimicrobianos que ndo interagem com o LPS, verificamos
que Gal-4 e Gal-3 ndo apresentaram sinergismo com o B-lactdmico Amp, mas a concentragdo
bactericida de Gal-4 (0,8 uM) foi sinérgica com Cipro. Esses achados estdo de acordo com o
observado anteriormente na literatura, de que AMPs potencializam a acdo dessa cefalosporina
por permeabilizarem a membrana e facilitarem a entrada do antibi6ético no citoplasma
bacteriano, que atua inibindo as topoisomerases Il e 1V bacterianas (Hollmann et al. 2018).
Dessa forma, € possivel que os efeitos de inducdo da perda de integridade de membrana e de
formagéo de extrusdes vesiculares por parte de concentragdes bactericidas da Gal-4 atuem em
sinergismo com outros agentes antimicrobianos, cujos alvos se encontrem no citoplasma
bacteriano, e sdo assim favorecidos pelo desmantelamento de membrana promovida por esta
lectina (L. Lin et al. 2015; Nuding et al. 2014; Tran et al. 2018).

Sugerimos com base em nossos dados que os efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3
sobre a membrana externa bacteriana atuam de forma distinta a outros mecanismos de agédo
conhecidos. Nessa linha, essas galectinas agem independentemente da presenca dos
mecanismos de resisténcia a AMPs, que envolvem alteragbes no mesmo alvo molecular da
interacdo, e tem capacidade de provocar morte mesmo em microrganismos que apresentam o
gene mcr-1. Ainda, a capacidade da Gal-4 e Gal-3 em apresentarem sinergismo com outros
agentes antimicrobianos tem relevancia clinica, imunoldgica e biotecnoldgica. Sendo assim,
acreditamos que a interacdo das galectinas com o O-PS de bactérias gram-negativas consiste

em uma abordagem promissora para a formulacdo de novas estratégias antibacterianas.
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Consideracoes finais
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6. CONSIDERACOES FINAIS

A Gal-4 promove uma rapida perda de viabilidade em E. coli O86 seguido de um
crescimento bacteriano absoluto. Ainda, a cinética de perda de viabilidade é dependente
da concentracao bacteriana inicial embora a porcentagem minima de unidades viaveis
seja independente desta concentracao;

A Gal-4 induz perda de integridade de membrana e formacéo de extrusdes vesiculares
em E. coli O86;

A Gal-3 em altas concentra¢fes induz perda de viabilidade bacteriana de forma
dependente da presenca do O-PS de E. coli O86;

A interacdo e insercdo da Gal-4C no modelo de membrana de E. coli O86 sdo mais
favoréveis por meio de seu CRD e do direcionamento da regido hidrofébica na
membrana bacteriana, respectivamente;

Os efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3 sdo independentes dos mecanismos de
resisténcia a AMPs;

A acdo bactericida da Gal-4 depende parcialmente do mecanismo de indu¢édo da reacéo
de Fenton intracelular;

Gal-4 e Gal-3 potencializam de forma carboidrato-dependente os efeitos bactericidas de
PmB em E. coli 086, mesmo em ambientes de resisténcia a AMPs;

Gal-4 e Gal-3 apresentam efeitos sinérgicos na reducdo de viabilidade de E. coli O86
de forma dependente da ligacdo especifica no O-PS;

A oligomerizacao da Gal-3 é essencial para seus efeitos antibacterianos;

Concentracdo bactericida de Gal-4 apresenta efeitos sinérgicos com a cefalosporina

Cipro.
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7. CONCLUSAO

Concluimos que os efeitos antibacterianos de Gal-4 e Gal-3, decorrentes das interagdes
de seus CRDs com a por¢do O-PS do LPS de E. coli 086, séo distintos dos mecanismos
microbicidas de antibidticos e AMPs. Essas galectinas apresentam ainda efeitos sinérgicos com
PmB e Cipro, sugerindo que a capacidade da interacdo na regido O-PS por parte destas lectinas

confere um potencial promissor para desenvolvimento de novas estratégias antimicrobianas.
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APENDICE

Solucbes

PBS

8,00 g de NaCl,

0,20 g de KClI,;

0,61 g de Na2HPOg

0,19 g de KH2POg4;

1 L de 4gua deionizada;

pH ajustado para 7,35;

Esterilizagdo por autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Solucéo estoque de PBS lactose 100 mM
1,44 g de a-lactose;

40 mL de PBS;

Esterilizacdo por filtragdo (0,22 um).

Solucéo estoque de PBS sacarose 100 mM
1,44 g de sacarose;

40 mL de PBS;

Esterilizacdo por filtracdo (0,22 pum).

Solugéo de PBS com 14 mM de B-mercaptoetanol
246 uL de B-mercaptoetanol 99%;
250 mL de PBS.

Solucéo de eluicdo de coluna de cromatografia de afinidade por lactose
3,60 g de a-lactose;
100 mL de Solucédo de PBS com14 mM de B-mercaptoetanol.

Tampéo de amostra SDS-PAGE
125 mM de Tris- HCI;

200 mM de NaCl,

4% de SDS;
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0,004% de azul de bromofenol;
10% de Glicerol;

0,9% de B-mercaptoetanol.

Solucdo de coloragdo azul brilhante de proteinas em gel SDS-PAGE

0,02% Coomassie Brilliant Blue G 250;
25 mL de 4gua deionizada;
25 mL de metanol.

Solucéao de 100 mM de FeSO4
0,76 g de FeSOq;
50 mL de agua deionizada;

Esterilizagdo por autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Solucéo de 2-2’-bipiridina (40 mM)
31 mg de 2-2’-bipiridina;

5 mL PBS;

Esterilizacdo por filtragdo (0,22 pm).

Solucéo de tioureia (1 M)

76 mg de tioureia (Sigma);

1 mL PBS;

Esterilizacdo por filtragdo (0,22 pum).

Glicerol 10%

900 mL de H20 MilliQ;

Esterilizagdo por autoclave a 121 °C por 20 minutos;
Adicédo de 100 mL de glicerol 100% (Labsynth).

Paraformaldeido 2,5%

2,5 g de paraformaldeido;

100 mL de PBS;

Esterilizacdo por filtragdo (0,22 pum).
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Meios de cultura

Meio LB (Luria Bertani)
10 g de peptona;

10 g de NaCl;

5 g de extrato de levedura;
1 L de 4gua deionizada;

Esterilizagdo por autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Meio MH (Mueller Hinton) agar
36 g de meio MH (Kasvi);
1 L de 4gua deionizada;

Esterilizacdo por autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Meio LB suplementado com 22 mM de MgCl»
200 mL da preparacéo de Meio LB n&o esterilizado;
0,42 g de MgCly;

Esterilizacdo por autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Meio LB suplementado com 400 puM de FeSO4
100 mL de Meio LB;
400 pL de Solucéo de 100 mM de FeSOa.

Meio LB agar
40 g de meio LB Agar (Kasvi);
1 L de 4gua deionizada;

Esterilizagdo por autoclave a 121 °C por 20 minutos.

Meio LB Agar suplementado com 50 pg/mL de gentamicina

200 mL de meio LB Agar aquecido a 55 °C

200 pL de solugao de gentamicina 50 mg/mL (Gibco).
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Antibiéticos

As seguintes solucOes foram esterilizadas por filtracdo a 0,22 pm e mantidas em ambiente

refrigerado (-20 °C ou 4 °C) até o momento de uso, conforme orientacdo dos respectivos

fabricantes.

Canamicina (25 mg/mL)
0,259 de Canamicing;
10 mL de agua deionizada.

Cloranfenicol (50 mg/mL)
0,50 g de cloranfenicol;
10 mL de etanol 99%.

Ampicilina (50 mg/mL)
0,50 g de ampiciling;

10 mL de agua deionizada.

Polimixina-B (10 mg/mL)
20 mg de Polimixina-B (Sigma);
2 mL de PBS.

Ciprofloxaxino (8 mg/mL)
80 mg de ciprofloxacino (Sigma);

10 mL PBS ajustado com 0,1 N HCI até a solubilizacéo do antibidtico.

Anticorpos

Solucgéo de anticorpo anti-antigeno eritrocitario do tipo B
Anticorpo monoclonal Anti-B (Fresenius Kabi);

Diéalise com PBS em Centricon 10 kDa;

Quantificacao por reagente de Bradford,;

Esterilizacdo por filtragdo (0,22 pm).
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