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Isolamento, caracterizac&o da lectinas das sementes de Eugenia
pyriformis e potencial antimicrobiano

Resumo

Lectinas sao proteinas de origem ndo imune, que despertam interesse
biotecnoldgico na area da saude, devido a sua capacidade de ligacao seletiva e reversivel
aos carboidratos, mediando processos de reconhecimento celular. O objetivo deste
trabalho foi extrair lectinas, determinar sua especificidade aos carboidratos e avaliar o
potencial antibacteriano no extrato e fracfes precipitadas e dialisadas das sementes de
Eugenia pyriformis. A extracdo aquosa foi realizada em tampéao fosfato pH 7,0, 50 mM
com NaCl 0,15 M, seguida de fracionamento com sulfato de amodnio nas saturagdes de O-
40 (FPD 0-40) e 40-80% (FPD 40-80). As dosagens fendlicas e proteicas foram realizadas
pelos métodos de Folin-Cicalteau e Bradford, respectivamente. Para a deteccdo das
lectinas, as amostras nativas e termicamente desnaturadas foram submetidas a testes de
atividade hemaglutinante (AH) em eritrocitos humanos (ABO), pelo método de diluicdo
seriada. A inibicdo da AH das lectinas foi ensaiada com a pré-incubacdo das amostras
nativas com os carboidratos D(+)galactose, D(+)glicose, D(+)maltose, D(+)manose, D(+)
sacarose, D(+) ribose, D(+) fucose, D(+) arabinose, D(+) glicosamina, D(+) lactose
monohidratada, D(+) galactosamina, N-acetil D-glicosamina, D(+) trealose di-hidratada,
D(+) ramnose e D-(+)-raffinose penta-hidratada. Os ensaios antibacterianos foram
realizados por meio de disco-difusdo para as cepas: Staphylococcus aureus, Geobacillus
stearothermophilus, Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Escherichia coli,
Klebsiella sp., Morganella sp., Serratia sp., Proteus Mirabilis, Enterococcus faecalis,
Bacillus cereus, Streptococcus uberis, Streptococcus pyogenes e Streptococcus
agalactiae. As dosagens revelaram que as sementes contém baixo teor de proteinas (1%)
e fendis (0,1%). Os ensaios de AH das amostras nativas resultaram positivos para
hemacias ABO, com preferéncia para o tipo A e maior AH (1024) para a FPD 40-80. Ap6s
a desnaturacédo térmica das amostras, as atividades sofreram consideravel diminuicdo (de

1024 para 16), mostrando que a maior parte da AH é devida a presenca de lectinas, que



apresentaram afinidade principalmente por D (+) -galactose, D (+) -arabinose, D(+)-
lactose e D(+)-galactosamina. Os testes antibacterianos das amostras nativas
apresentaram formacdo de halos de inibicdo para as cepas Staphylococcus aureus,
Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis, Shigella flexneri, Escherichia coli, Klebsiella
Sp. e Serratia sp., para todas as fragoes testadas. A perda da atividade antibacteriana nas
amostras desnaturadas mostra a natureza proteica dos compostos responsaveis pelo
efeito. A diversidade da especificidade dos carboidratos em cada amostra sugere a

presenca de no minimo duas lectinas nas sementes.

Palavras-chave: antibacteriano, antifingico, hemaglutinacéo, Myrtacea, uvaia.



Isolation, characterization of the lectin of Eugenia pyriformis seeds and
antimicrobial potential

Abstract

Lectins are proteins of non-immune origin, which arouse biotechnological interest in
the health area, due to their selective and reversible carbohydrate binding capacity,
mediating cellular recognition processes. The objective of this work was to extract lectins,
determine their specificity to carbohydrates and evaluate the antibacterial potential in the
extract and precipitated and dialysated fractions of the seeds of Eugenia pyriformis. The
agueous extraction was performed in phosphate Buffer pH 7.0, 50 mM with NaCl 0.15 M,
followed by fractionation with ammonium sulfate in the saturations of 0-40 (FPD 0-40) and
40-80% (FPD 40-80). The phenolic and proteic dosages were performed by the Folin-
Cicalteau and Bradford methods, respectively. For the detection of lectins, the native and
thermally denatured samples were subjected to hemagglutinating activity (HA) tests in
Human erythrocytes (ABO), by the serial dilution method. The inhibition of the HA of the
lectins was rehearsed with the pre-incubation of the native samples with the carbohydrates
D (+)-glucose, D(+)galactose, D(+)glucose, D(+)maltose, D(+)mannose, D(+) sucrose,
D(+) ribose, D(+) fucose, D(+) arabinose, D(+) glucosamina, D(+) lactose monohydrate ,
D(+) galactosamine, N-Acetyl-D-glucosamine, D(+) Trehalose dihydrate, D(+) rhamnose e
D-(+)-raffinose pentahydrate. The antibacterial assays were performed by means of disc
diffusion for the strains: Staphylococcus aureus, Geobacillus stearothermophilus,
Pseudomonas aeruginosa, Shigella flexneri, Escherichia coli, Klebsiella sp., Morganella
Sp., Serratia sp., Proteus Mirabilis, Enterococcus faecalis, Bacillus cereus, Streptococcus
uberis, Streptococcus pyogenes and Streptococcus agalactiae. The dosages revealed that

the seeds contain low protein content (1%) and phenols (0.1%). The HA assays of the



native samples resulted positive for ABO erythrocytes, with preference for type A and
higher HA (1024) for FPD 40-80. After the thermal denaturation of the samples, the
activities suffered a considerable decrease, showing that most of the HA is due to the
presence of lectins, which presented affinity mainly for D (+)-galactose, D (+)-arabinose, D
(+)- lactose monohydrate and D (+)- galactosamine. The antibacterial tests of the native
samples obtained formation of inhibition halos for the strains Staphylococcus aureus,
Streptococcus uberis, Enterococcus faecalis, Shigella flexneri, Escherichia coli, Klebsiella
sp. and Serratia sp., for all tested fractions. The loss of antibacterial activity in denatures
samples shows the proteic nature of the compounds responsible for the effect. The
diversity of the specificity of carbohydrates in each sample suggests the presence of at

least two lectins in the seeds.

Keywords: antibacterial, antifungal, hemagglutination, Myrtacea, uvaia.
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1. INTRODUCAO GERAL

Estudos sobre as propriedades terapéuticas, como atividade antimicrobiana, anti-
inflamatéria e antitumoral, de extratos e Oleos vegetais, oriundos de diversas partes das
plantas como folhas, sementes frutos, cascas, caules e raizes, tém sido amplamente
desenvolvidos em todo mundo (NAZZARO et al., 2013; FIGUEIREDO et al., 2014).

A grande diversidade da flora brasileira € mundialmente reconhecida, e representa
20% da biodiversidade vegetal do planeta, despertando crescente interesse em
pesquisadores, principalmente pelo potencial farmacolégico como fonte de substancias
bioativas (GARCEZ et al., 2016). O projeto “Lista de Espécies da Flora Brasileira” (2015)
reuniu esforcos de mais de 500 taxonomistas nacionais e internacionais que
reconheceram 40.385 espécies vegetais. Entretanto, apenas cerca de 10% dessas
espécies foram avaliados em relacdo as atividades bioldgicas, e 5% em relacdo aos seus
constituintes quimicos. O metabolismo das plantas produz basicamente duas classes de
principios ativos: os metabdlitos priméarios e os secundarios.

No metabolismo primario sdo sintetizados os carboidratos, os peptideos e as
proteinas, os quais desempenham fung¢des vitais as plantas promovendo resisténcia com
funcdes estruturais, plastica e de armazenamento de energia. Dentre os metabdlitos
primarios, as proteinas sdo as mais abundantemente expressas nos vegetais atuando em
diversificadas func¢des, como reserva, transporte, estruturais e regulatérias (TAN-WILSON
& WILSON, 2012). A partir das rotas do metabolismo priméario sdo sintetizados os
metabdlitos secundarios (alcaloides, terpenoides e substancias fendélicas) conhecidos por
atuar no mecanismo de defesa vegetal reduzindo a infeccédo por patégenos, promovendo
a manutencao da integridade estrutural.

Aléem dos metabdlitos secundarios, algumas classes de proteinas foram
relacionadas aos mecanismos de defesa nas plantas, como as lectinas, que dentre as
varias funcdes enddgenas participam da defesa contra patdogenos e predadores
(LANNOO & VAN DAMME, 2014).

A principal caracteristica das lectinas é possuir, pelo menos, um dominio ndo
catalitico, com a capacidade de ligar-se seletivamente e reversivelmente a carboidratos
(LANNOO & VAN DAMME, 2010; LAM & NG, 2011). Desse modo, interagem com as
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glicoproteinas e glicolipidios das células, bem como a glicanos que flutuam livremente,
como os monossacarideos (RABINOVICH et al., 2007; GHAZARIAN et al., 2011).

A capacidade seletiva de ligacdo das lectinas aos carboidratos mostra que essas
proteinas sdo importantes em mediar fenbmenos de reconhecimento molecular e
sinalizacdo celular, como a fertilizacdo e a infec¢do, tornando-as aptas para iniUmeras
aplicacdes biolégicas e biotecnoldgicas (GHAZARIAN et al., 2011; IORDACHE et al.,
2015). Essas biomoléculas estdo presentes em todos os organismos desde os virus até
os mamiferos, porém foram detectadas e estudadas em maior nimero no reino vegetal,
onde muitas dessas proteinas, j& foram isoladas e testadas para atividades, como
aglutinacdo de células e mitogenicidade, toxicidade in vivo e in vitro, atividade
insulinomimética, inibicdo do crescimento de fungos e bactérias, acao inseticida, atividade
anti-inflamatoria, ac@o antiviral, anti-nematoide e efeito anti-tumorigeno (PAIVA et al.,
2010, LAM & NG, 2011; SAHA et al., 2014;)

Por outro lado, existe uma caréncia de estudos de investigacdo das lectinas de
espécies vegetais nativas da regido sul, que explorem e avaliem o potencial
farmacolégico de plantas utilizadas na medicina popular, por exemplo, a Eugenia
pyriformis, conhecida como uvaia, utilizada no tratamento da gota humana (SCHMEDA-
HIRSCHMANN et al., 1987; THEODULOZ et al., 1988) e pelos seus efeitos bactericidas
(STIEVEN et al., 2009; CHAVASCO et al., 2014; SOUZA et al., 2014).

Devido & importancia biolégica das lectinas, e a auséncia de estudos dos
metabdlitos primarios da Eugenia pyriformis, neste trabalho pretendeu-se detectar e
purificar parcialmente as lectinas das sementes dessa espécie, bem como investigar o

potencial antimicrobiano dos extratos e fracfes aguosas.

1.1 Histoérico e definicdo das lectinas

Esse grupo de proteinas foi descrito pela primeira vez em 1888, por Hermann
Stillmark, enquanto estudante de medicina, que desenvolvia ensaios de toxicidade da
mamona (Ricinus communis). Quando foi observado que a ricina (proteina do extrato da
planta) aglutinava eritrocitos de diferentes animais (PEUMANS & VAN DAMME, 1998;
SHARON & LIS, 2004). Em 1889, Hellin, percebeu que o extrato téxico de Abrus
precatorius também tinha a capacidade de aglutinar células sanguineas devido a
presenca da proteina abrina (SHARON & LIS, 2004). Por essa caracteristica, esse grupo

de proteinas foi primeiramente denominado aglutinina ou hemaglutinina até 1954, quando
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Boyd e Shapleigh alteraram o nome para lectinas (palavra derivada do latim, onde “lectus”
significa escolhido, selecionado), por sua capacidade de distinguir eritrécitos de diferentes
grupos sanguineos (SHARON & LIS, 1988). Varios pesquisadores seguiram investigando
aglutininas toxicas, até que em 1907, Landsteiner e Raubitschek descobriram aglutinas
ndo toxicas em sementes de Phaseolus vulgaris (feijdo), Pisum sativum (ervilha), Lens
culinaris (lentilha), demonstrando que as lectinas sdo comuns no reino vegetal (SOL et al.,
2006).

Os anos 60 foram fundamentais para colocar as lectinas no centro das atengdes
cientificas. Peter C. Nowell (1960) descobriu que a fitohemaglutina do Phaeseolus
vulgaris (PHA) possui a capacidade de estimular a mitose em linfocitos. Hoje muitas
lectinas sé@o descritas como possuidoras dessa capacidade (SHARON & LIS, 2004).
Joseph C. Aub (1963), descobriu que a lectina do germe de trigo (WGA) tem a capacidade
de aglutinar preferencialmente células malignas, posteriormente descobriu-se que outras
lectinas como a Concanavalina A (ConA) e a aglutina de soja (SBA) possuem a mesma
capacidade. Finalizando a década, em 1970, Robert C. Gallo e associados descobriram
que o fator de crescimento de células-T (interleucina-2) em meio condicionado de
linfécitos humanos normais eram estimulados por PHA (MORGAN et al.; 1976).

Drickamer (1988) prop6s que a atividade de ligacdo de carboidratos da maioria dos
aminoacidos reside em um segmento polipeptidico chamado de dominio de
reconhecimento de carboidratos (CRD — Carbohydrate-Recognition Domain). Com base
nesse conceito foi possivel dividir a maioria das lectinas em familias e superfamilias
estruturalmente relacionadas (SHARON & LIS, 2004).

Inicialmente, um dos requisitos para uma proteina ser classificada como lectina era
a sua capacidade de aglutinar células e precipitar glicoconjugados, e consequentemente
ter dois sitios de reconhecimento ao carboidrato. Peumans e Van Damme (1995),
determinaram trés critérios para a classificagdo de proteinas como lectinas.

O primeiro critério € que a proteina deve conter ao menos um dominio nao-
catalitico de ligagdo a mono ou oligossacarideos de forma reversivel e sem alterar as
propriedades glicosidicas. A ligacao ocorre por ligacdes de hidrogénio e interacdes de Van
der Walls entre os grupos hidroxilas e os residuos de aminoacidos do sitio ativo da lectina.
Da mesma forma que as lectinas, outros compostos, como taninos, substancias
catidnicas, carboidratos cognatos, alguns lipidios e cations divalentes sdo capazes de
aglutinar ou precipitar células (GOLDSTEIN, 2002; TRINDADE, 2005; IORDACHE et al.,
2015).

O segundo critério € ndo serem imunoglobulinas, pois as lectinas podem ser
18



induzidas por um estimulo externo, divergindo de uma mudancga antigénica. Nos vegetais,
por exemplo, a expresséo da lectina pode aumentar em decorréncia de stress causado
por infeccdes, secas e concentracoes de sal. Adicionalmente, as lectinas podem ser
encontradas em todos os grupos de animais e plantas, mesmo os mais simples e sem
sistema imune. O fato de possuirem origem ndo imune ajuda a distingui-las de outras
células com capacidade aglutinante, como os anticorpos anticarboidratos. (MOREIRA et
al., 1991). Finalmente, o terceiro critério, € ndo alterar a estrutura covalente do carboidrato
em que a mesma se liga — excluindo assim do grupo as glicotransferases, glicosidases,
grupos sulfatos e fosfatos (SINGH et al., 1999, VAN DAMME et al., 2004).

1.2 Classificacao das Lectinas

Varias lectinas com especificidade a carboidratos ja foram purificadas em diversos
organismos. Sua classificacdo se da de trés formas: conforme sua ligacéo ao carboidrato,
pela analise de sua estrutura global ou sdo agrupadas em familias de acordo com a
evolugdo e dominio de reconhecimento ao carboidrato (CRD) (LAM & NG, 2011;
IORDACHE et al., 2015).

Essas proteinas foram divididas, por Lis e Sharon (1998), em cinco grupos de
acordko com o carboidrato que tem maior afinidade: fucose, galactose/N-
acetilgalactosamina (Gal/GalNAc), manose (Man), acido N-acetilneuraminico e N-
acetilglicosamina (GIcNAc) (Figura 1).

GlcNAc Gal Gal Gal
p1.4 | B3 p1.4 | | p14
GlcNAc GalNAc GlcNAc GlcNAc
p-1.4 Ligante de Lectina de Amendoin -1 ’A / p1,2
GlcNAc (PNA) Man
Ligante da Aglutinina de Gérmen de Trigo Ligante de Fitohemaglutinina
(WGA) (PHA)

Figura 1-Seletividade de ligacdo de lectinas em vegetais (BERG, 2002)

A capacidade das lectinas de ligacdo a carboidratos foi descrita por Peumans e
Van Damme (1998) como sendo muito ampla, tendo afinidade maior por oligossacarideos
do que pelos agucares simples e mesmo possuindo diferengas estruturais, membros de
diferentes familias de lectinas podem reconhecer o0 mesmo acucar. A especificidade da
maioria das lectinas se da em carboidratos diferentes ao organismo onde a lectina foi

isolada, como exemplo temos as lectinas ligantes de quitina que reconhecem um
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polissacarideo inexistente em plantas, mas comum em fungos e insetos.

Em relacdo a sua estrutura global, as lectinas podem ser divididas em quatro
classes, como mostra a Figura 2. As merolectinas sdo as mais simples, monovalentes, de
cadeia Unica e apresentam um Unico dominio de reconhecimento ao carboidrato (CRD).
Por serem muito pequenas e monovalentes, sdo incapazes de aglutinar células. A classe
das hololectinas compreende a maioria das lectinas, sdo divalentes ou multivalentes
(apresentam dois ou mais dominios de ligacdo aos carboidratos), possuem a capacidade
de precipitar glicoconjugados e aglutinar células. A terceira classe trata-se das
qguimerolectinas que além de um dominio de ligacdo a carboidrato, possui um dominio
adicional com atividade catalitica ou biologica adicional, reagindo independente do
dominio de ligacdo ao carboidrato. Por fim, temos as superlectinas, capazes de
reconhecer dois ou mais dominios de carboidratos multivalentes que sdo capazes de
reconhecer acucares estruturalmente nao relacionados (VAN DAMME et al., 1998;
IORDACHE et al., 2015).

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina
>o I <o« )POW ))>©©<§
RIP tipo 2

Heveina (PDB cod. 1Q9B) CPL (PDB cod. 3U4X) Ricina (PDB cod. 2R2X) BC2L-C (PDB cod. 2XR4)

)>—O Dominio de ligacdo a carboidratos
135 Dominio catalitico

Figura 2: estrutura global de lectinas em: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas
(Adaptado de CAVADA et al., 2001)
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Através dos recentes avancos nas areas da biologia molecular e bioquimica
vegetal, as lectinas foram classificadas em 12 familias, com base em seus dominios de
ligagdo ao carboidrato (CRD). Estes dominios séo classificados de acordo com a
sequéncia e enovelamentos polipeptidicos, bem como, com a estrutura do sitio de
ligacdo. Desse modo, cada familia tem em comum, caracteristicas evolucionarias
baseadas na similaridade das sequéncias polipeptidicas.

As familias s&o: aglutininas homdlogas a Agaricus bisporus, Amarantinas,
homologas de quitinase classe V, familia de aglutinina Euonymus europaeus, familia de
aglutinina Galanthus nivalis, proteinas com dominios heveinicos, jacalinas, proteinas com
dominios de lectina de leguminosas, proteinas do dominio LysM (Lysin motif), a familia de
aglutininas Nicotiana tabacum e familia ricina-B. As lectinas com as sequéncias
polipeptidicas descritas até o momento, quase em sua totalidade pertencem a essas 12
familias. Uma excecéo é a lectina DB3L isolada de Dioscorea batatas, ligante exclusiva de
maltose, a qual ndo se encaixa em nenhuma dessas familias de lectinas vegetais
conhecidas, tanto em estrutura quanto na especificidade ao acucar (GAIDAMASHVILI,
2004; ATTA-UR-RAHMAN, 2018).

1.3 Fontes, localizacdo e suas funcdes nos vegetais

As lectinas estdo presentes em todas as classes de familias e organismos, sendo
encontradas nas mais variadas formas de vida, desde procariotos até animais e nas
plantas (YAU et al., 2015). As espécies vegetais sdo ricas em lectinas, servindo como
principais fontes de analises e isolamento dessas moléculas.

Essas biomoléculas se localizam em diversas partes dos vegetais, devido a isso,
os estudos com lectinas em plantas podem ser realizados em sementes, raizes, folhas,
tubérculos e cerne (CRUZ, 2015). Além da ampla distribuicdo nos tecidos vegetais, variam
em quantidades acumuladas em cada espécie e tecido. Geralmente, as lectinas
correspondem de 0,1 a 10% das proteinas totais dos tecidos.

As sementes geralmente sdo as estruturas mais ricas dessa classe de
biomoléculas, sendo que constituem aproximadamente 10% das proteinas soluveis, por
isso grande parte das lectinas é detectada, isolada e purificada nas mesmas (SINGHA,;
ADHYA; CHATTERJEESINGHA, 2007). As lectinas de sementes pertencem a um grupo
de proteinas altamente homologas, aproximadamente 50 sequéncias de lectinas de

leguminosas que foram estudadas mostram uma similaridade de sequéncia de pares
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superiores a 35%. Porém, apresentaram grande variacdo tanto da sua estrutura
guaternaria, quanto na especificidade ao carboidrato (LORIS et al, 1998; HAMID et al.
2013; LARGADA-DIAZ et al, 2017).

Alguns trabalhos como Coelho & Silva (2000) purificaram a lectina das folhas da
Bauhinia monandra. Rameshwaram & Nadimpalli (2008) também pesquisaram lectinas
em folhas, mas outros tecidos como o cerne (SA et al. 2009), os bulbos (PARISI et al.,
2008), rizomas (CHU & NG, 2006; KAUR et al., 2005), frutos (WANG & NG, 2006) podem
ser utilizados.

O papel fisiolégico das lectinas vegetais endogenas estéd diretamente relacionado
aos tecidos onde estdo localizadas, as suas caracteristicas gerais e aos sitios ligantes
aos carboidratos especificos (VAN DAMME et al., 2008; VANDENBORRE; et al., 2011;
LANNOO & VAN DAMME, 2014).

Para entender melhor a fungcéo das lectinas nas plantas, precisamos dividi-las em
atividades externas, como os efeitos prejudiciais aos agressores, e internas, como a
montagem e transporte de ligantes apropriados e direcionamento de atividade enzimatica
(RUDIGER & GABIUS, 2001). Podem atuar no controle de germinagdo de sementes,
reconhecimento célula, interacdo célula matriz extracelular (MEC), fertilizacdo gamética,
desenvolvimento embrionario, diferenciacao celular, inducdo mitogénica, armazenamento
e transporte de carboidratos e sua fixagdo na planta, regulacdo do crescimento e
elongacéo da parede celular, mitose, protecéo celular, reserva, entre outras (WORMALD
& SHARON, 2004; MACEDO et al., 2015). Também agem na defesa contra virus, insetos,
nematoides, microrganismos e até animais herbivoros, interferindo diretamente no
crescimento, desenvolvimento e fisiologia dos mesmos, pela interacdo com o0s
glicoconjugados desses organismos (WANG & NG, 2006; PEUMANS & VAN DAMME,
1995).

Essas biomoléculas foram detectadas e isoladas em diversas familias no reino
vegetal, principalmente em leguminosas, que possuem proteinas em maior quantidade,
facilitando a purificagdo (LAM & NG, 2011). A forma de deteccdo mais simples das
lectinas extraidas dos tecidos vegetais leva em consideracdo a propriedade destas
aglutinarem determinadas células. Apos a deteccgéo, a utilizacdo de técnicas biofisicas e
bioguimicas modernas permitem o isolamento e a purificacdo das lectinas e a biologia
molecular tem contribuido para a identificacdo e aplicacdo de suas propriedades
(IORDACHE et al., 2015).
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1.4 Deteccéao e Especificidade

As lectinas sédo geralmente detectadas através de ensaios de aglutinacdo, onde
existe a interacdo com as células, por meio de seus sitios de ligacdo aos carboidratos,
formando diversas ligacOes reversiveis entre estas. 1sso se deve ao fato de grande parte
das lectinas serem di ou polivalentes formando pontes entre carboidratos ou
glicoproteinas em solugédo ou ligadas & membrana celular (CORREIA et al, 2008). O
ensaio de hemaglutinacdo (Figura 3a) € o mais comumente utilizado para possibilitar a
visualizacdo desta propriedade aglutinante dos eritrocitos pelas lectinas, podendo ser
utilizados para o ensaio hemacias humanas ou de animais, tratadas guimicamente
(formaldeido ou glutaraldeido), enzimaticamente (papaina, tripsina) ou nédo tratados

(JUNG et al. 2007; COELHO et al., 2007; SANO & OGAWA, 2014).

e Lectina

&J” Residuos de carboidratos
A g+ da superficie do eritrécito

Lectina com sitios de ligagdo
Tk inibidos por carboidratos.

+ Carboidratos Ligantes

Figura 3 — Esquema de deteccdo da atividade hemaglutinante (AH) das
lectinas de uma amostra. (a) AH induzida pela interagdo da lectina com
carboidrato especifico da superficie do eritr6cito e (b) inibicdo da AH pela
incubacdo da amostra com o carboidrato especifico, impedindo a formacédo da
rede reticular. (Santos et al, 2014).

Um indicativo que a atividade hemaglutinante (AH) seja devida as proteinas é a
perda dessa atividade apds a desnaturagdo térmica das amostras, pois o numero de

lectinas resistentes as temperaturas altas é reduzido. No entanto, a inibicdo da AH pela
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incubacdo da amostra na presenca de carboidratos € o teste mais eficiente na
confirmacédo da presenca de lectinas (Figura 3b), pois lipideos, cations divalentes, taninos
e fenois, quando em grandes concentracdes podem promover a dispersédo dos eritrocitos
mostrando um falso positivo para a atividade (CORREIA et al., 2008).

A especificidade de uma lectina a um carboidrato é determinada pelo
monossacarideo que necessita de uma menor concentracdo para inibir a sua atividade
hemaglutinante (CORREIA et al, 2008; SANO & OGAWA, 2014). Porém, algumas lectinas
s6 sdo inibidas por oligossacarideos, glicoproteinas e/ou polissacarideos. Essa
especificidade € determinada pela estrutura tridimensional dos sitios de ligacdo das
lectinas, que sdo bastante similares dentro de suas familias (THAKUR et al. 2007; VAN
DAMME et al., 2008; WALTI et al. 2008).

1.5 Métodos para Isolamento, Purificacdo e Caracterizacdo de Lectinas

O isolamento de lectinas vegetais pode ocorrer em diferentes niveis e por
diferentes técnicas, indo desde uma simples extracdo até uma completa purificacao,
alguns desses métodos sdo mais comumente usados para esse fim. O primeiro passo é a
extracdo dessas biomoléculas das células fontes (rizomas, folhas e sementes), utilizando
solucdo salina ou solucdo tampédo adicionada ao triturado vegetal e submetida a
temperatura, tempo e agitacao controladas. A extracao deve ser refrigerada para prevenir
a desnaturacao proteica. As lectinas, que séo proteinas soluveis em agua, séo liberadas
das células para a solucdo. Esse material é filtrado e apdés a centrifugacdo o
sobrenadante é denominado extrato bruto (EB) (TRIGUEIROS et al., 2003).

Em seguida, para a remocao de impurezas e uma purificacdo parcial do EB, é
frequentemente empregado o método de precipitacdo proteica em diferentes
concentragbes de sulfato de aménio, num fenébmeno conhecido como salting-out,
resultando no fracionamento da amostra. Além de sais, 0s solventes organicos, como a
acetona, ou acidos podem ser utilizados para a precipitacéo proteica (LAM & NG, 2010).

As fracdes proteicas parcialmente purificadas passam pelo processo de dialise,
onde h& a separacdo das moléculas pela diferenca de massa molecular, através de uma
membrana seletiva, onde as proteinas sao retidas, ao contrario das particulas menores,
como sais ou carboidratos, que passaréo pela membrana (POHLEVEN et al., 2012).

A purificagdo das lectinas, como as demais proteinas globulares, € alcangada pela

combinacdo de uma ou mais técnicas de cromatografia liquida em coluna. Essas técnicas
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separam as proteinas explorando as suas diferencas em polaridade (cromatografia de
troca ibnica), massa molecular (filtracdo molecular) e hidrofobicidade (cromatografia em
fase reversa) (COLLINS et al., 2006).

A purificagdo pode ser simples, como o isolamento da lectina antitumoral,
denominada CasuL (Calliandra surinamensis lectin), que foi alcancada apds o
fracionamento por precipitacdo salina seguida de cromatografia de exclusdo molecular,
empregando a coluna Sephadex G75 (PROCOPIO et al., 2017). Entretanto, em outros
casos requer duas ou mais etapas cromatograficas como a purificacdo da lectina
antimicrobiana extraida das sementes de Chenopodium chinoa, que foi isolada por
filtracdo molecular (Sephadex G100) seguida de cromatografia de fase reversa (coluna
Mono-Q) (POMPEU et al., 2015).

Além das cromatografias anteriormente citadas, a afinidade de determinada
proteina ao seu ligante pode ser explorada no processo de purificagdo, como é o caso
das interacBes antigeno-anticorpo, carboidrato-lectina e enzima-substrato (COLLINS et
al., 2006).

A cromatografia de afinidade aos carboidratos é particularmente Gtil na purificacéo
das lectinas, pois utiliza diretamente a principal caracteristica dessas biomoléculas, que é
a sua ligacdo especifica e reversivel aos carboidratos. Nessa técnica, os ligantes
covalentemente imobilizados na matriz (fase estacionaria) podem ser monossacarideos,
dissacarideos, polissacarideos ou ainda glicoproteinas. A escolha dependera do
carboidrato que inibe a atividade hemaglutinante da lectina de interesse. Recentemente,
uma lectina relacionada a familia das jacalinas foi purificada de Ananas comosus com o
auxilio de uma coluna com D-manose imobilizada e filtracdo molecular (AZARKAN et al.,
2018).

Para o acompanhamento das etapas de purificacdo e determinacdo do grau de
homologia das amostras é empregada a técnica de eletroforese em gel de poliacrilamida
SDS-PAGE, comumente utilizada em procedimentos de isolamento proteico. Esta técnica
também permite a estimativa da massa molecular e da estrutura quanto ao numero de
subunidades (AZARKAN et al., 2018).

Existem vérios critérios para avaliar a viabilidade da producdo de uma lectina,
dentre eles estdo o alto teor da lectina no material de partida e o protocolo de purificagao.
a ser usado, por exemplo, as lectinas recombinantes geralmente tém um alto custo de
producéo, porém, tem alto rendimento (LAM & NG, 2010).

Além da purificacdo, a caracterizacdo de lectinas é de extremo interesse para 0s

pesquisadores, pois quanto mais se sabe sobre as suas propriedades, mais aplicacbes
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podem ser encontradas. Um conjunto de ensaios comumente é aplicado para caracterizar
uma lectina.

O teste de estabilidade térmica da proteina é utilizado para determinar se essa
lectina é termossensivel ou termoestavel, isso implica em uma otimizacdo ou perda da
atividade biolégica da lectina em temperatura favoravel ou desfavoravel em comparacgéo a
sua estrutura nativa. Algumas lectinas quando submetidas a temperaturas relativamente
baixas (pouco acima de 50 °C) tem perda total de suas atividades biolégicas (JUNG et al.,
2007); enquanto outras suportam temperaturas relativamente altas e em alguns casos até
acentuam a sua atividade (CORREIA et al., 2008).

A hemaglutinacdo pode caracteriza-la quanto a sua especificidade entre eritrocitos
de diferentes animais ou dentro do sistema ABO humano, enquanto a inibicdo dessa
atividade determina a sua especificidade (SHARMA et al., 2009; POMPEU et al., 2015).
Adicionalmente, na caracterizacao sao avaliados a dependéncia de diferentes ions, como
Ca*?, Mn*?, Mg*, e variacbes de pH na estabilidade da hemaglutinacdo e
consequentemente atividade biolégica (SILVA et al., 2010; SILVA et al, 2012,
PAULCHAMY et al., 2019).

1.6 Aplicacbes das Lectinas

Por se tratar de um grupo muito variado de proteinas, as aplicacbes das lectinas
sdo bastante amplas e a diversidade de suas atividades biologicas esta relacionada a
capacidade de ligacdo especifica aos carboidratos e glicoconjugados na superficie das
células, dessa forma atuam como mediadoras em processos de interacdo e
reconhecimento celular dependente de carboidratos (Figura 4). Dentre esses diversos
processos, podemos citar a aglutinacdo, estimulacdo mitogénica, imunomodulacéo,
redistribuicdo de componentes de superficie celular, toxicidade, glicosilagdo, associada ao
desenvolvimento do cancer, e a infec¢do por bactérias, nematoides, protozoarios, virus
entre outros (SHARON & LIS, 2004; TAKAHASHI et al., 2008; LI et al. 2008).
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Figura 4 — Interacdes da lectina com carboidrato na superficie celular mediam interacdes célula-célula
e/ ou célula-matriz extracelular através do reconhecimento especifico de glicoconjugado (SHARON &
LIS, 2004).

O estudo dessas atividades biologicas (Tabela 1) tem identificado diversas
aplicacbes em varios campos como ha ciéncia basica, biotecnologia, medicina,

bioquimica, biologia celular e molecular. (FERNANDES, 2012; FARIAS, 2013).

Tabela 1- Algumas aplicacdes biotecnolégicas das lectinas

Areas Aplicactes
Bioguimica Identificacdo de grupos sanguineos (ABO humano) (1)(6)
Biomarcador Marcadores de superficie celular (2)
Antifangica Diminuic&o na absorcéo de nutrientes e germinagéao de esporos
3)
Inflamacéao Lectinas com capacidades pro-inflamatorias e anti-inflamatorias
(8)(9)(10)

Anticoagulante  Prolongamento do tempo de ativacdo parcial da protrombina e
tromboplastina (5)

Farmacologia Uso de lectinas como carreadoras de drogas (7)

Antiviral Interferéncia na replicacdo e crescimento do virus (4)

Referéncias: Rudger et al., 2001(1); REGO et al., 2013(2); BAH et al., 2013(3); HAMID et al., 2013(4); LUZ
et al., 2013 (5), GORAKSHAKAR & GHOSH, 2016 (6), DANHIER et al., 2010 (7); ALENCAR et al., 2005a
(8); ALENCAR et al., 2005b (9); MOVAFAGH et al., 2016 (10).
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Dentre as diversas aplicacfes bioldgicas das lectinas, algumas apresentaram bons
resultados antivirais. Trabalhos in vitro, principalmente com lectinas ligantes de manose
ou N-acetilglicosamina, demonstraram atividade anti-HIV, tanto inibindo quanto
prevenindo a infecg&o, ou inibindo a atividade da transcriptase reversa HIV-1 (BALZARINI,
2006; MOLCHANOVA et al.,, 2007; LI et al, 2008). Algumas lectinas também
apresentaram efeito modulador de resposta imune (GAVROVIC-JANKULOVIC et al.
2008). Outras tém sido estudadas na utilizacdo em sistemas de liberacéo de drogas, pelo
fato de poder apresentar a capacidade de mediar citoadesdo, mucoadesdo e/ou
citoinvasdo das mesmas (GABOR et al. 2004; DALVINA CORREIA DA SILVA, 2008).
Atualmente, os principais estudos relacionados as lectinas sdo destinados a sua atividade

antitumoral, antimicrobiana e inseticida.

1.6.1 Aplicagdes na Identificagdo e Combate ao Cancer

Nas células tumorais, a glicosilacdo € geralmente alterada em comparacdo as
células normais, sendo que algumas dessas modificacbes sdo marcadores na progressao
dessa patologia. Essas alteracbes podem ser detectadas por lectinas, que auxiliam no
reconhecimento e determinacéo das células tumorais, pois apresentam alta afinidade aos
antigenos relacionados aos diversos tipos de tumores em seus estagios especificos
(HASHIM et al., 2017).

Quando utilizadas como sondas na histoquimica podem caracterizar o tipo celular e
o estagio de céancer (REGO et. Al, 2013; SOBRAL et al. 2010), por exemplo, foram
isoladas em sementes de Salvia bogotensis e demonstraram afinidade por antigenos de
células tumorais, podendo assim ser usadas em estudos imuno-histoquimicos e celulares
(VEGA & PERES, 2006).

Devido as intera¢gdes com glicoconjugados especificos, as lectinas geram grande
interesse na pesquisa como agentes terapéuticos no combate ao cancer, principalmente,
na ligagcdo aos receptores de membrana de células cancerigenas, causando
citotoxicidade, inducéo da apoptose, autofagia celular e inibicdo do crescimento tumoral
(DE MEJIA & PRISECARU, 2005; HAMID et al., 2013, YAU et al, 2015; LAGARDA-DIAZ
et al., 2017).

Lectinas isoladas de sementes de Lotus corniculatus resultaram em atividade
anticarcinogénica (RAFIQ et al., 2013). As lectinas das espécies Polygonatum odoratum
(OUYANG et al., 2014; WU et al. 2016), Viscum album (LI et al, 2011, MARVIBAIGI et al,

2014) e a concanavalina A (Con A)(LI et al., 2010; SHI et al., 2014) ja foram descritas com
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um grande potencial anticancer. As lectinas dessas plantas afetam tanto a apoptose
guanto a autofagia através da modulacao de vias de sinalizacao representativa envolvidas
na familia Bcl-2, familias de caspases, p53, PI3K / Akt, ERK, BNIP3, Ras-Raf e ATG, no
cancer (JIANG et al., 2015).

Nos ultimos anos foram relatadas diversas lectinas de plantas que demonstraram
interessantes potenciais atividades carcinogénicas, dentre elas estéo as lectinas PSA, e a
lectina Eutirucalina. A lectina extraida da espécie Pisum sativum (PSA) ervilha, foi
primeiramente isolada na década de 70 e era conhecida pela sua potente atividade
mitogénica nos linfécitos humanos. EL-AASSAR et al. (2014) relataram seu efeito
antitumoral contra as células de cancer hepatico (HepG2), via apoptose, devido ao
aumento da expressdo génica do P53. Recentemente, o efeito dessa lectina contra as
células de cancer colorretal, também via apoptose, teve o mecanismo confirmado pela
presenca dos inibidores das caspases (ISLAM et al., 2018).

Uma caracteristica interessante de diversas lectinas com atividade antitumoral é
causar efeito citotoxico sobre as células malignas, mas serem indcuas para as ceélulas
normais. Esse é o caso da Eutirucalina, uma lectina isolada do latex da espécie Euphorbia
tirucali, que possui atividade antiproliferativa para células tumorais HelLa (cervical), PC3
(préstata), MCF-7 (mama), porém nado € citotéxica para macréfagos e fibroblastos
(PALHARINI et al, 2017).

Ainda existem pontos a serem estudados na utilizacdo de lectinas na terapia
anticancer, principalmente utilizando abordagens gendmicas e protedmicas visando
pontos como a diminuicdo da toxicidade, aumento da exposi¢do e melhoria da eficacia do
tratamento (LAM & NG, 2011; FERNANDES, 2012).

1.6.2 Atividade Inseticida

O desenvolvimento de plantas resistentes a pragas tem se mostrado um campo
promissor para o uso de lectinas. Na agricultura, essas ja foram testadas e obtiveram
resultados promissores no combate a pragas em varias culturas (trigo, arroz, batata e
tabaco) e a utilizagdo de seus genes na producéo de plantas transgénicas pode fornecer
uma resisténcia especifica a determinadas pragas (MCCAFFERTY et al., 2008; SA et al.,
2009 KAUR et al., 2009, LAM & NG, 2010).

As lectinas ja mostraram efeitos prejudiciais em todos os estagios de
desenvolvimento dos insetos, desde larvas até adultos. Elas apresentam varias

estratégias no controle de insetos, desde o aumento da mortalidade até o retardo no
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desenvolvimento. Na maioria dos casos, esses efeitos sdo notados apés alimentagédo de
insetos adultos e larvas com sementes artificiais contendo lectinas ou com plantas
transgénicas que superexpressam a lectina de interesse (MICHIELS et al.,, 2010). A
ingestdo dessas lectinas pelo inseto pode levar a diversos efeitos antinutricionais,
influenciando diretamente na sobrevivéncia do mesmo, no peso larval, pupacdo e
fecundidade (LAGARDA-DIAZ et al., 2008). Para que a lectina obtenha o efeito inseticida
esperado, independente do mecanismo de sua interacdo com o inseto, esta ndo pode ser
degradada por suas enzimas digestivas. Algumas lectinas possuem estabilidade em
ampla faixa de pH resistindo a protedlise (ZHU-SALZMAN & SALZMAN, 2001; OLIVEIRA
et al., 2011; LAGARDA-DIAZ et al., 2017).

Os mecanismos mais provaveis para a atividade inseticida dessas biomoléculas
envolvem interacBes com diferentes glicoproteinas ou estruturas de glicanos nos insetos,
0 que pode interferir em varios processos fisioldgicos nesses organismos. Por exemplo,
exercem efeito toxico por meio da ligacdo a membrana peritrofica (MP), ao gel peritrofico
(GP) ou as vilosidades das células epiteliais (WALSKI et al.,, 2014). Em insetos nao
possuidores da MP, a ligacéo direta da lectina com os glicoconjugados do epitélio celular
pode levar a um efeito inseticida (ROY et al., 2014).

O uso de lectinas em dietas artificiais ou sua expressao em plantas transgénicas
mostrou-se eficaz em insetos pertencentes as ordens lepiddptera, coledptera e hemiptera.
Culturas transgénicas resistentes a insetos foram inicialmente comercializadas na década
de 1990 com a introducéo de plantas transgénicas nas culturas de milho, batata e algodao
expressando genes que codificam a & -endotoxina inseticida de Bacillus thuringiensis (Bt;
também conhecida como proteinas Cry). O uso dessa técnica obteve resultados muito
positivos, visto que essas culturas passaram a ter resisténcia a insetos sugadores de
seiva (VANDENBORRE et al., 2011).

A lectina GNA (aglutinina de Galanthus nivalis) tem recebido particular atencgéo
devido aos seus efeitos tdxicos contra representantes da ordem hemiptera. Essa
biomolécula em baixos niveis pode causar efeitos sistémicos gerais como diminuicdo na
sobrevivéncia, fecundidade e um atraso no desenvolvimento do inseto. Tais descobertas
levaram a expressao da lectina em varias culturas de importancia econdémica, incluindo
tabaco, batata, mamao, trigo, cana-de-acucar e milho. Na maioria dos casos, a expressao
da lectina forneceu alguma medida de controle contra os insetos que foram examinados
(MACEDO et al., 2015).

Os diversos estudos realizados ja demostraram que as lectinas podem aumentar a

mortalidade ou retardar o desenvolvimento dos insetos, justificando seu uso em
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estratégias integradas no combate e controle de pragas (LAM & NG, 2010). Além disso,
as lectinas com potencial inseticida podem ter um importante papel indireto no controle de
doencas que utilizam insetos como vetores (transmissdo) como no caso de alguns virus,
protozodrios, fungos e bactérias (PEUMANS & VAN DAMME, 1995; DALVINA CORREIA
DA SILVA, 2008).

1.6.3 Atividade Antimicrobiana

As doencas infecciosas sempre foram a principal causa de mortalidade e
morbidade nos humanos e animais. A descoberta e uso de antimicrobianos diminuiu
significativamente esses indices (WHO, 2014). Mas o uso excessivo de antimicrobianos
principalmente em praticas agricolas, veterinarias e médicas tem colaborado para o
surgimento de cepas de microrganismos resistentes as drogas conhecidas e causam
infecgdes graves (NASCIMENTO et al., 2000; GOMES et al. 2013; YIM et al. 2013).

A ascensdo desses microrganismos multirresistentes aos farmacos tem gerado
enorme interesse no desenvolvimento de novas formas de inibir o crescimento ou eliminar
esses patdgenos. Uma maneira de conseguir isso é fazer uma triagem de novos
compostos com esse potencial e um bom nicho para essa busca € a nossa
biodiversidade, visto que boa parte dos antimicrobianos provem de vegetais, onde séo
extraidos de diversas partes das plantas como folhas, sementes frutos, cascas, caules e
raizes (GOMES et al. 2013; CHAVASCO et al.; 2014; DIAS et al.; 2015).

Grande numero de proteinas e peptideos de ocorréncia natural com capacidade
antimicrobiana tem sido isolado de plantas, principalmente em sementes, rizomas e
tubérculos, onde se acumulam em grandes quantidades e podem agir como uma fonte de
reserva de aminoacidos e ions metalicos. Essas proteinas tém a capacidade de, por
varios mecanismos, prejudicar diretamente o0 crescimento, a multiplicacdo e a
disseminacdo de microrganismos (LEHRER & GANZ, 1999; NAWROT et al.,, 2014;
ZHANG et al., 2016).

Devido ao fato de as lectinas endégenas vegetais executarem papéis fundamentais
na imunologia das plantas, principalmente no combate a microrganismos nocivos, as
torna potenciais candidatos as terapias medicamentosas (LARGADA-DIAZ et al. 2017).
Muitas lectinas possuem a capacidade de impedir o crescimento de microrganismos e/ou
serem agentes bactericidas ou fungicidas. Essas proteinas tém a capacidade de
reconhecer seletivamente microrganismos que ocasionalmente podem causar doencas

em animais ou plantas, sendo usadas como agentes antimicrobianos (SILVA et al., 2013).
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Geralmente, a acdo antimicrobiana das lectinas se da por aglutinacdo e/ou imobilizacdo
dos microrganismos (LARGADA-DIAZ et al., 2017).

As células microbianas utilizam-se de um sistema de comunicacgao intracelular e
interespécies que permite a regulacdo coletiva do seu comportamento em resposta a uma
variedade de mecanismos como densidade e diversidade de espécies, esse processo é
chamado de quorum sensing (QS). Esse mecanismo baseia-se na producéo, liberacao,
deteccdo e resposta através de moléculas de sinalizacdo chamadas auto-indutoras ou
moléculas de QS. Os sistemas de QS ja foram identificados em varias espécies de
bactérias tanto Gram-negativas quanto Gram-positivas e em fungos de relevancia clinica.
Esses microrganismos utilizam o QS para regular a expressdo de fatores de viruléncia,
bioluminescéncia, enzimas, fatores tensoativos, pigmentos e etc. (HAWVER, et al., 2016;
SILVA et al., 2016; PAPENFORT & BASLER, 2016). A interrupgéo do sistema de QS pode
interferir na patogenicidade microbiana, essa abordagem é conhecida como terapia
antiviruléncia e busca o bloqueio dos mecanismos de QS. Varias lectinas vegetais tém
sido testadas com o intuito de perturbar a transducdo do sinal do QS de células
microbianas patogénicas e interferir diretamente nas fungbes ndo essenciais para
viabilidade celular, mas inibir sua patogenicidade (DIXON & HALL, 2015; SILVA et al.,
2016; JAYANTHI et al., 2017; COELHO et al., 2018).

A atividade antimicrobiana geralmente é medida pelo método de inibicdo em meio
agar (método de Bauer e Kirb), que além de resultados qualitativos, proporciona diversas
vantagens como simplicidade, baixo custo e a possibilidade de testar grande nimero de
microrganismos e agentes antimicrobianos, além da quantificacdo dos antimicrobianos,
distinguindo seus efeitos entre bactericidas e bacteriostaticos (VELAYUTHAN et al., 2017;
COELHO et al., 2018).

1.6.3.1 Atividade Antifungica

Apesar de muitas lectinas jA terem sido comprovadas como possuidoras de
atividade antimicrobiana em testes realizados in vitro, SG0 necessarios ensaios in vivo
para determinar a eficacia terapéutica, aprimorar dosagens, biodisponibilidade e avaliar
efeitos colaterais e reagOes adversas. A identificacdo dos mecanismos mais eficazes para
utilizacdo dessas terapias € um passo importante para estabelecer estratégias para
aumentar a eficacia das formulacdes e ajudara a prever mecanismos de resisténcia

microbiana (VAN HOLLE & VAN DAMME, 2018).
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Apesar do grande numero de lectinas purificadas, poucas apresentaram atividade
antifangica devido a dificuldade das lectinas se ligarem aos glico-conjugados e penetrar
no citoplasma por causa da barreira imposta pela parede celular, isso torna a inibicéo
direta de crescimento um fato improvavel (LAGARDA-DIAZ et al. 2017). Porém,
indiretamente a interacdo de lectinas com a parede celular de fungos (composta por
quitina, glicanos e outros polimeros), podem afetar diretamente a sobrevivéncia e outras
atividades fisioldgicas desses microrganismos (WONG et al., 2010; LAGARDA-DIAZ et al.
2017). A ligacao das lectinas com as hifas pode levar a ma absor¢édo de nutrientes, o que
levaria a inibicdo de crescimento, também pode prejudicar a sintese e/ou deposi¢do da
quitina na parece celular, causar interferéncia direta na germinacdo e em outros
processos fisiologicos resultando em atividade antifangica. As lectinas também podem
deixar os fungos mais vulneraveis a diferentes condi¢cdes de stress (LAGARDA-DIAZ et
al., 2017; LAM & NG, 2011; BHA et al. 2013; CHARUNGCHITRAK et al., 2011).

As quimerolectinas pertencentes a quitinase classe |, devido ao seu dominio
catalitico, sdo o grupo de lectinas vegetais que mais apresentaram capacidade antifingica
(LAM & NG, 2010). Existem teorias que pequenas lectinas antifingicas, como a heveina
(4.7 kDa) e pouteina (14 kDa) podem penetrar na parede celular de fungos e atingir a
membrana plasmatica, onde podem bloquear os sitios ativos de enzimas envolvidas na
morfogénese da parede celular (BOLETI et al., 2007).

O isolamento de lectinas de Myracrodruon urundeva (MUL) levou a descoberta da
atividade antifungica e bactericida contra agentes deteriorantes do cerne da mesma (SA
et al. 2009). A atividade antifingica também foi observada na lectina de sementes de
Talisia esculenta (pitombeira) na qual a interacdo da lectina com as estruturas dos fungos
Fusarium oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum e Saccharomyces cerevisiae inibiu o
crescimento dos mesmos (FREIRE et al., 2002). A lectina obtida da raiz da leguminosa
Bauhinia monandra demostrou atividade contra os fungos fitopatogénicos do género
Fusarium (SOUZA et al., 2011).

1.6.3.2 Atividade Antibacteriana

A atividade antibacteriana das lectinas é resultante da interagdo com uma ampla
variedade de carboidratos complexos presentes na parede celular bacteriana, como é o
caso da N-acetilglicosamina, acido N-acetilmuramico (MurNAc) e tetrapeptideos ligados a
MurNAc presentes na parede celular de bactérias gram-positivas ou de

lipopolissacarideos presentes em paredes celulares de bactérias gram-negativas
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(OLIVEIRA et al., 2008; HAMMID et al., 2013; LARGADA-DIAZ et al., 2017). Embora,
essa ligacdo das lectinas com constituintes da parede celular bacteriana aconteca em
ensaios in vitro, ndo existem garantias que sempre 0 mesmo aconteca in Vivo
(KARNCHANATAT, 2012).

A capacidade das lectinas em formar agregados com glicoconjugados microbianos
pode bloquear o0s locais de interacdo bacteriana e prevenir infeccbes
(CHARUNGCHITRAK et al., 2011). A interacdo entre a bactéria e a lectina pode levar a
geracdo de poros na parede celular da bactéria resultando na sua morte devido ao
extravasamento do conteudo celular (PAIVA et al, 2010; DZIARSKI et al. 2000).

Estudos com lectinas como agentes antibacterianos ndo sédo novidades, em 1936
Sumner e Howell ja haviam demonstrado a capacidade da lectina ConA em aglutinar
espécies de Actinomyces e Mycobacterium. Em 1977, Hamada et al., constatou a
aglutinacdo de 13 espécies de Stretococcus mutans pela lectina ConA em 15 espécies
testadas. As lectinas de Ricinus communis, PNA e SBA aglutinaram espécies de Neisseria
gonorrhoeae (SCHAEFER et al., 1979).

Um dos principais problemas no tratamento de infec¢Bes bacterianas € a formacéo
do biofilme, uma comunidade microbiana complexa, relacionada a uma matriz extracelular
feita por diversos glicanos. O biofilme pode proporcionar uma forma de resisténcia a
antimicrobianos, pois ele impede a penetracdo do antibiético para o seu interior,
necessitando de dosagens imensamente maiores que nos tratamentos convencionais.
Associado com 80% das infec¢des microbianas € uma causa significativa de morbidade e
mortalidade. Na formacéo do biofilme, residuos de carboidratos atuam como mediadores
para a ligacdo entre microrganismo e substrato, entdo moléculas com a capacidade de se
ligar especificamente a um carboidrato podem ser uma solucdo contra a formacéo de
biofilmes bacterianos. Essa capacidade confere as lectinas um papel importante para
investigagdo da estrutura glicidica desses polimeros de glicanos que as bactérias formam
(CAVALCANTE, 2012; IORDACHE et al., 2015).

O estudo das lectinas contra os biofilmes tem como principal objetivo, boquear os
locais de ligagdo da bactéria com a glicoproteina e/ou carboidrato, evitando assim a
formacgao desses (CAVALCANTE et al., 2011; IORDACHE et al., 2015; WONGSUK et al.,
2016). A interferéncia na formacdo do biofiilme com o uso de lectinas foi descrita por
Cavalcante et al. (2013) usando a Canavalia maritima (ConM) para tratamento em cepas
de S. mutans, reduzindo a formacao de biofilme e a resisténcia aos antimicrobianos.

Um estudo utilizando a microscopia eletrbnica constatou que o tratamento com a

lectina de Araucaria angustifolia, promoveu diversas alteragdes morfolégicas como a
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formacao de poros na membrana plasmatica de bactérias gram-positivas e a formagéo de
bolhas na parede celular de bactérias gram-negativas (SANTI-GADELHA et al., 2012). As
lectinas extraidas de cogumelos Sparassis latifolia mostrou atividade antibacteriana contra
E.coli e cepas resistentes de S.aureus e P. aeruginosa (CHANDRASEKARAN et al. 2016).
A lectina isolada de Solanum tuberosum demostrou atividade antibacteriana contra
L.monocytogenes, E.coli e S.boydii e impediu a formacédo de biofiilme em P. aeruginosa
(HASAN et al. 2014). A purificacéo de lectinas em sementes de Apuleia leiocarpa (ApulSL)
mostrou efeitos bacteriostaticos contra estipes bacterianas Gram-positivas de E. faecalis,
B. subtilis, B. cereus, S. aureus e S. pyogenes, além de promover o mesmo efeito em
estirpes Gram-negativas como K. pneumoniae, E. coli, P. aeruginosa, X. campestres e S.
enteritidis (CARVALHO et al., 2015).

Uma nova lectina (Emal), pertencente a familia Myrtacea, de massa molecular de
14 kDa, foi isolada de Eugenia malaccensis usando cromatografia de afinidade Sephadex
G-50. Foi detectado efeito antibacteriano da lectina EmaL no tratamento da cicatrizacao
de feridas cutaneas em ratos, das cepas testadas os melhores resultados foram para o
Staphylococcus aureus e Streptococcus sp., mas demonstrou bom potencial para
Escherichia coli, Bacillus sp., Corynebacterium sp., Klebsiella sp. e Pseudomonas
aeruginosa (BRUSTEIN et al, 2012).

Oliveira (2008), obteve a lectina EuniSL em sementes de Eugenia uniflora, que
demostrou um grande efeito antibacteriano em de S. aureus, P. aeruginosa e Klebsiella
sp. com concentracao inibitéria minima (CIM) de 1,5 pg/mL. e inibiu o crescimento de B.
subtilis, Streptococcus sp. e E. coli com uma CIM de 16,5 pg/mL.

A lectina EuniSL também foi testada para os microrganismos Klebsiela sp.,
Pseudomonas aeruginosa, Staphylococcus aureus, e Corynebacterium sp., onde, inibiu
fortemente os microrganismos, ao contrario do extrato bruto das sementes de Eugenia
uniflora, que ndo apresentou atividade antimicrobiana, indicando que a EuniSL pode ser
usada para terapia antibacteriana (OLIVEIRA, 2005). Diversos outros trabalhos tém

contribuido para elucidar a atividade antibacteriana das lectinas (Quadro 1).
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Quadro 1- Atividade antimicrobiana de lectinas

Espécie

Microrganismo

Referéncia

Moringa oleifera

S. aureus; E. coli

FERREIRA et al.,
2011

Halicondria
okadai

Schinus
terebinthifolius

Bacillus megaterium; Bacillus
subtilis

E. coli, K. pneumoniae, P.
mirabilis, P. aeruginosa,
S.enteritidis, S. aureus

KAWASAR et al.,
2011

GOMES et al.
2013

Lablab purpureus
Litchi chinensis

Salmonella typhi
Pseudomonas aeruginosa

SAHA et al., 2014
BOSE et al., 2016

Caliandra S. aureus, S. saprophyticcus PROCOPIO et al.
surinamensis 2017

Phaseolus S. aureus, S. mutants, HAMMED et al.,
vulgaris P. aeruginosa, K. pneumoniae 2017

1.7 Eugenia pyriformis

A abundante biodiversidade da flora brasileira contém muitas plantas com potencial
farmacolégico, algumas ja utlizadas medicinalmente. Porém, uma ampla gama de
espécies vegetais ainda carece de estudos (SANTOS et al., 2009).

A familia Myrtaceae Juss. pertence a ordem Myrtales que redne aproximadamente
12 familias, 130 géneros e 4000 espécies. Distribuidas pelo mundo, em regides de clima
subtropical e tropical (LORENZI, 2006). Muitas dessas espécies ja sao utilizadas
medicinalmente, das quais o género Eugenia tem grande destaque ( SILVA et al, 2003;
STIEVEN et al., 2009). Por exemplo, as folhas de E. uniflora e de E. pyriformis possuem
flavonoides com propriedades inibitérias da xantino-oxidase atuando no tratamento da
gota humana (SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 1987; THEODULOZ et al., 1988).

A Eugenia piriforms cambess & uma espécie arbdérea nativa da mata atlantica,
presenta na regido sul do Brasil (RS até SP), Argentina e Paraguai. Conhecida
popularmente como uvaia, uvaieira, uvaia-do-campo, uvalha e uvalha-do-campo produz
frutos. Espécie arborea muito valiosa pela sua madeira dura, resistente a doencas e seus
frutos comestiveis, nutricionalmente importantes (LORENZI, 2000).

Diversos trabalhos foram realizados visando conhecer o potencial farmacolégico da
Eugenia pyriformis, dentre eles podemos citar: Stieven (2009) estudou 6leos essenciais
do fruto da uvaia, e notou que 0s mesmos possuiam grande atividade bacteriostatica na
maioria das bactérias analisadas; Chavasco et al (2014) trabalhou com extrato
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hidroetandlico de sementes que inibiu o crescimento de 87% dos 15 microrganismos
testados: C. albicans; S. cerevisiae , B. subtilis, B. cereus, M. luteus, E. faecalis, S.
aureus, E. coli, S. marcescens, P. aeruginosa, P. mirabilis, S. typhimurium, E. cloacae e
Souza (2014), que obteve bons resultados com extrato bruto aquoso e fragées do caule e
folhas, para as cepas de E. faecalis, C. albicans, C. krusei e C. Parapsilosis, com
indice da Concentrac&o Inibitoria Fracionaria (FICI) abaixo de 0,5.

A purificacdo e a comprovacdo da atividade antibacteriana de lectinas das
sementes do género Eugenia desperta o interesse para testar novas espécies (Brunstein,
et al, 2012; Oliveira et al, 2008). Devido a isso, nesse estudo usaremos a Eugenia
pyriformis, uma arvore da regido sul, que ndo possui estudos nos extratos aquosos das
sementes e ndo apresenta lectinas descritas. A busca por novas lectinas justifica-se, pois
mesmo quando esses compostos possuem sequéncias com alto grau de identidade,
podem apresentar atividades bioldgicas muito diversas, tornando cada lectina uma

potencial ferramenta biotecnoldgica.

2. OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar o extrato bruto aquoso de sementes de Eugenia pyriformis visando
isolamento e caracterizacdo parcial da(s) lectina(s), como também avaliar a atividade

antimicrobiana dos extratos aquosos e fracdes.

2.2 Especificos

e Obtencédo do extrato bruto salino das sementes de Eugenia pyriformis;
e Fracionamento do extrato bruto por precipitacdo com sulfato de amonio;
e Dosagem de proteinas das amostras pelo método de Bradford;
e Dosagem de fendis pelo método de Folin-Ciocalteau;
e Determinacdo da atividade hemaglutinante (AH) das amostras nativas e
desnaturadas termicamente;
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e Determinacdo da especificidade ao(s) carboidrato(s) da(s) lectina(s) das amostras
por meio de ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante;
e Deteccdo de atividade antibacteriana e antifingica, em ensaios pelo método de

disco-difusédo de Bauer e Kirby.

3. METODOLOGIA

3.1 Coleta de material e Identificacéo

A pesquisa foi desenvolvida na UFFS-Universidade Federal da Fronteira Sul,
Campus de Realeza-PR e UNIOESTE-Universidade Estadual do Oeste do Parana,
Campus de Toledo-PR. O material vegetal (fruto, folha, flor e caule) da Eugenia pyriformis
foi coletado em janeiro/2018 na cidade de Francisco Beltrdo-PR. Apés a coleta, ramos e
flores foram levados ao herbario Real da UFFS-Realeza, houve a identificacdo da espécie

onde esta catalogada sob o numero 444.

3.2 Preparacao da Farinha e Obtencao do Extrato Bruto (EB)

Os frutos foram levados ao laboratorio da UFFS/Realeza, onde as sementes foram
separadas da polpa e secas a temperatura ambiente (25 °C) e posteriormente foram
processadas para a obtencao da farinha.

Apos processamento, 10 g da farinha de sementes foram adicionadas a 50 mL de
tampdao fosfato de sédio com NaCl, 0,15 M (PBS - phosphate buffer saline), a solucdo
ficou em agitagéo lenta e refrigerada por 4 horas. A solugao obtida foi filtrada com auxilio
de gaze e algodéo e centrifugada por 30 minutos a 5500 rpm. Retirou-se o sobrenadante

da solugao, sendo o mesmo denominado Extrato Bruto (EB).

3.3 Fracionamento do Extrato Bruto por precipitacdo com sulfato de aménio

Ao EB foi adicionado lentamente sulfato de amoénio solido até 40% de saturacéo,
em agitacao refrigerada continua (5 °C) durante 4 horas. Posteriormente, foi realizada a
centrifugacédo a 5500 rpm, durante 30 minutos. A fracdo precipitada foi ressuspensa em

agua (destilada e deionizada) e foi chamada de FP 0-40.
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Ao sobrenadante (FP 0-40) foi adicionado sulfato de aménio até atingir 80% de
saturacao em agitacao refrigerada continua (5° C) durante 4 horas. Em seguida, contetudo
total foi filtrado e rotacionado em uma centrifuga Sigma 3-16L refrigerada a 10 °C, por 30
minutos a 10000 RPM. A fracdo precipitada foi ressuspensa em &gua (destilada e
deionizada) e chamada de FP 40-80.

3.4 Dialise das Fracfes Precipitadas

A dialise das fragcBes precipitadas foi realizada para retirada do sulfato de amonio
de todas as fracBes obtidas. As fracdes precipitadas (FP) foram colocadas em uma
membrana filtrante YM 14.000 Dalton. A mesma foi embebida em agua (destilada e
deionizada) com agitagdo lenta, continua e refrigerada durante 16 horas. As amostras
obtidas da dialise das FP foram denominadas fracdo precipitada dialisada 0-40 (FPD O-
40) e fracdo precitada dialisada 40-80 (FPD 40-80).

3.5 Deteccéao da atividade Hemaglutinante

3.5.1 Coleta do sangue

O sangue utilizado foi proveniente de voluntarios na UFFS/Realeza, onde foram
coletados 5 mL de sangue dos tipos A+, AB+ e O+ em tubos de ensaios contendo 0,44 mg

de citrato de sédio 0,15 mol/L e 0,16 mg de acido citrico 0,1 mol/L.

3.5.2 Retirada do Plasma e Preparo do Concentrado de Hemacias a 2% (CH 2%)

As heméacias foram lavadas com NaCl 0,15 M, por centrifugacéo a 3400 rpm, por 5-
10 min para retirada do plasma e eritrocitos danificados. A operacao foi realizada até que
0 sobrenadante ficasse limpido e as heméacias precipitadas foram diluidas em NaCL 0,15
M, a uma concentragéo de 2% (m/V).

3.5.3 Determinacao da Atividade Hemaglutinante (AH)

A avaliacdo da atividade hemaglutinante do EB e das demais fracdes (FPD 0-40 e
FPD 40-80) foi realizada com eritrécitos humanos do grupo ABO (A, AB e O). Esse ensaio

foi realizado em microplacas de 96 pocos, utilizando a diluicdo seriada das amostras
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(PAIVA & COELHO, 1992; SILVA, 2016). Resumidamente, foram adicionados 50 pL de
NaCl 0,15 M em todos os pocos de interesse. O primeiro po¢co da esquerda foi
considerado o controle negativo (CN) e ao segundo pogo foram adicionados 50 pL da
amostra, procedendo-se a diluicdo seriada, retirando-se 50 pyL a partir desse poco e
adicionando-se ao pog¢o seguinte, e assim sucessivamente (Figura 05). Desse modo
obteve-se as amostras nas diluicbes de 1/2, 1/4, 1/8, 1/16 até 1/2048 (titulos). Os testes

foram realizados em duplicatas.

Extrato od) Lectinag

l

[hilde G Controle
AT AT AT S Negativo
[ TJ 'J lJ 'J 'J - Positivo

Microplaca

Figura 5 — Teste de hemaglutinacdo, com um esquema representativo das diluicdes
seriadas e uma foto da microplaca de titulagdo com resultados negativos e positivos.

A atividade hemaglutinante (AH, inverso do titulo) foi definida como a diluicdo de
menor concentracdo das amostras que apresentou nitida aglutinacdo dos eritrécitos. A
comparacao entre esses valores permite avaliar qual o tipo sanguineo apresenta maior
especificidade para cada amostra. A atividade hemaglutinante especifica (AHE), nas
hemécias do tipo A, foi calculada pelo quociente entre AH e a concentracdo de proteinas
(mg/mL) da amostra. Esses dados permitem comparar a concentracdo de lectinas em
diferentes amostras.

Os ensaios de hemaglutinacdo também foram realizados nas amostras
desnaturadas termicamente. Para o preparo dessas amostras, o EB e as fra¢cdes foram
incubados a 100 °C durante 30 min. Apés o aquecimento, realizou-se a centrifugacdo a
5500 rpm, durante 5 min, para a retirada de possiveis precipitados. A atividade
hemaglutinante das amostras desnaturadas foi realizada utilizando-se o mesmo
procedimento das amostras nativas. Para fins de comparacdo, 0S ensaios com as

amostras nativas e desnaturadas foram realizados simultaneamente.
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3.5.4 Ensaios de especificidade aos carboidratos

A especificidade das lectinas aos carboidratos, geralmente é determinada pelo
ensaio de inibicdo da hemaglutinacdo ou precipitacdo de glicoproteinas (RUDIGER &
GABIUS, 2001). Desse modo, ensaios da atividade hemaglutinante (item 3.5.3) foram
realizados na presenca dos carboidratos D(+)galactose, D(+)glicose, D(+)maltose,
D(+)manose, D(+) sacarose, D(+) ribose, D(+) fucose, D(+) arabinose, D(+) glicosamina,
D(+) lactose monohidratada, D(+) galactosamina, N-acetil D-glicosamina, D(+) trealose di-
hidratada, D(+) ramnose e D-(+)-raffinose penta-hidratada.

Os carboidratos foram diluidos em NaCl a 0,4 M para que, na diluicdo seriada
obtivessem uma concentracédo de 0,2 M. Adicionou-se 50 uL de cada amostra a 50 uL de
carboidratos (0,2 M), incubando por 30 min. Em seguida, uma suspensao de 50 uL de
eritrécitos humanos do tipo A (2%) foi adicionada na placa de microtitulacdo e incubada
por 1:30 h a temperatura ambiente (SILVA et al., 2012). Dois controles negativos foram
realizados, sendo o primeiro com 50 uL de NaCl 0,15 M e 50 pyL de hemacias O e o

segundo, 50 yL dos carboidratos (0,4 M) e 50 uL de hemacias A.

3.6 Dosagem de Proteinas

Para determinar a quantidade de proteinas presentes no EB e nas FPD foi utilizado
o método de Bradford, baseado na interacdo entre o corante comassie brilliant blue G-250
e as macromoléculas das proteinas que contém aminoacidos de cadeias laterais basicas
ou aromaticas. A interacdo entre a proteina de alto peso molecular e o corante provoca
um deslocamento do equilibrio do corante para a forma aniénica que passa a absorver em
595 nm em vez de 365 nm (BRADFORD, 1976, SPEROTTO, 2014).

3.6.1 Preparo do Reagente de Bradford

Para preparar o reagente de Bradford utilizou-se respectivamente: 10 mg de
Coomassie blilliant blue G-250 diluido em 5 mL de etanol 99,5%; 10 mL de &cido fosforico
85% adicionado gota a gota sob agitacdo magnética; completou-se o volume até atingir
100 mL com &gua destilada e deionizada; a solucdo obtida passou 2 horas em agitagédo
magneética constante a temperatura ambiente; procedeu-se filtracdo dupla utilizando
papel-filtro quantitativo (whatman n°l); Manteve-se a solucdo em refrigeracdo ao abrigo

de luz.
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3.6.2 Curva Padrao BSA

A proteina albumina de soro bovino (BSA-Bovine serum albumin) foi utilizada como
padrao na dosagem. Para a construgdo da curva foi utilizada uma solucdo estoque da
proteina (1,0 mg/mL) em agua destilada e, a partir desta, diluicbes foram realizadas com
as concentraces finais de 0,1, 0,2, 0,4, 0,8 e 1,0 mg/mL de BSA. Em 100 pL de cada
uma das concentracdes de BSA acima citadas, foram adicionados 2,5 mL do reagente de
Bradford, incubou-se por 5 min e agitou-se em vortex. Em seguida, as absorbancias foram
determinadas a 595 nm no espectrofotdmetro e a regressao linear desses dados forneceu
a curva padrao para a dosagem. O branco foi preparado com 1,0 mL de reagente de

Bradford e 100 pL de agua destilada. Os ensaios foram realizados em duplicatas.

3.6.3 Concentracédo de Proteinas

Para determinar a concentracdo de proteinas das amostras adicionou-se 2,5 mL de
reagente de Bradford a 100 yL das amostras (EB, FPD 0-40 e FPD 40-80), em duplicatas.
Posteriormente, as concentracbes de proteinas totais foram determinadas no
espectrofotdbmetro, comparando a sua absorbancia média em 595 nm com a curva padrao
de BSA.

3.7 Dosagem de Fendis

Para quantificar os fendis presentes nas amostras foi utilizado o método de Folin
Ciocalteau (ALVES & KUBOTA, 2013). Em um tubo de ensaio foram adicionados 0,5 mL
da amostra, acompanhado de 2,5 mL de Folin Ciocalteau 10%.

Inicialmente construiu-se uma curva de calibracéo, reagindo-se o acido galico com
o reagente de Folin Ciocalteau 10%. As concentracdes utilizadas para o acido galico
foram de 0,1, 0,125, 0,25, 0,5, 1 mg / ml preparadas partindo-se de uma solucdo estoque
de 1 mg/mL. A leitura em espectrofotometro foi feita no comprimento de onda de 740 nM,
ainda utilizando um branco representado pela agua (0,5 mL) acompanhado do reagente
de Folin Ciocateau (2,5 mL) para desconsiderar as interferéncias que podem influenciar a
leitura. Os resultados foram expressos em mg equivalentes de acido galico (EAG) por

grama de farinha das sementes de E. pyriformis (mg EAG/qg).
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3.8 Ensaios Antimicrobianos por meio de testes de disco-difuséo

O método de disco-difusdo em &agar € um dos métodos mais confiaveis
empregados na avaliagcdo de potencial antimicrobiano. O teste fornece resultados
gualitativos e seu principio basico € a difusdo de um composto antimicrobiano na
superficie de um agar a partir de um disco impregnado com o antimicrobiano em questao
(ANVISA, 2018). Os ensaios foram realizados em amostras nativas e desnaturadas

termicamente.

3.8.1 Ensaios Antibacterianos

As cepas Gram Negativas utilizadas como microrganismos testes foram:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Shigella flexneri NP 0122, Escherichia coli NP
0022, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella sp., Morganella sp., Serratia sp. e Proteus
mirabilis. E as Gram Positivas foram: Staphylococcus aureus Np 0023, Staphylococcus
aureus ATCC 25923, Staphylococcus aureus B24, Geobacillus stearothermophilus,
Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae, Streptococcus pyogenes, Enterococcus
faecalis e Bacillus cereus.

O primeiro passo foi o preparo do in6culo das bactérias previamente cultivadas em
agar. Nesse preparo, as col6nias foram transferidas para um tubo de ensaio contendo
caldo nutriente e incubadas a 35 °C por 24 horas. A turbidez da cultura foi ajustada com
solucédo salina estéril (NaCl 0,9%- 0,15M) até obter uma turbidez compativel com a
solucdo padrdo de McFarland a 0,5 (580 — 600 nm/ absorbéncia de 0,10 a 0,15, o
correspondente a 1,5 x 108 UFC/mL). Para um ajuste mais refinado foi utilizado o
espectrofotdmetro.

Posteriormente, placas contendo agar MH (Muller Hinton) foram inoculadas com a
bactéria de interesse com auxilio de um swab estéril preenchendo toda superficie da
placa. Nos discos brancos estéreis para antibiograma devem ser pipetados 5 pL das
amostras a serem testadas (EB, FPD 0-40 e FPD 40-80). Cada disco contendo a fracéo
foi colocado nas placas dispostas conforme padronizado pela ANVISA. Ap6s 24 h de
incubacéo, a 35 °C, os halos de inibicdo foram medidos (CLSI, 2009).

Os ensaios antibacterianos foram repetidos pela metodologia de disco-difuséo,
porém, apos as amostras sofrerem desnaturacdo térmica (100 °C — 30 minutos). Apds

24horas foi realizada a leitura (CLSI, 2009).
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3.8.2 Ensaios Antifungicos

Analogamente ao item anterior, os testes antifingicos foram realizados por meio de
disco-difusdo, com a diferenca que para os inoculos utilizaram-se fungos de interesse
meédico (Candida glabrata, Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Cryptococcus gattii
WM178 e Cryptococcus gatti WM179) e a incubacdo da placa foi realizada em éagar
Sauboraud Dextrose por 48 horas a temperatura de 28 °C.
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RESUMO

Lectinas sédo proteinas de origem ndo imune, que despertam interesse biotecnoldgico
devido a sua capacidade de ligacéo seletiva e reversivel aos carboidratos, mediando processos
de reconhecimento celular. O objetivo deste trabalho foi extrair lectinas, caracteriza-las e avaliar o
potencial antimicrobiano das sementes de Eugenia pyriformis. O extrato aquoso foi fracionado em
duas saturacdes de sulfato de amonio (0-40% e 40-80%). Amostras foram dosadas em relacéo ao
conteudo fendlico e proteinas. A presenca de lectinas e a sua especificidade aos carboidratos
foram investigadas utilizando-se ensaios de hemaglutinagcdo, em eritrocitros humanos. O
potencial antimicrobiano foi avaliado em ensaios de discos de difusdo. As dosagens revelaram
baixo teor de proteinas e fendis nas amostras. As atividades hemaglutinantes foram positivas em
todas amostras, que aglutinaram preferencialmente o grupo A, o aumento da atividade especifica
na fracdo 40-80% revelou que a pré-purificacdo foi eficiente. O perfil de inibicdo dessa atividade
pelos carboidratos galactose, galactosamina, lactose e arabinose sugere a presenca de ao menos
duas lectinas. Os testes antibacterianos mostraram halos de inibicdo em bactérias Gram Positivas
(Staphylococcus aureus, Streptococcus uberis e Enterococcus faecalis), e Gram Negativas
(Escherichia coli, Shigella flexneri, Serratia sp. e Klebsiella sp.) demonstrando o potencial dessa

espécie como antibiético de amplo espectro.
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ABSTRACT

Lectins are proteins of non-immune origin, which arouse biotechnological interest due to
their capacity of selective and reversible binding to carbohydrates, mediating processes of cell
recognition. The objective of this work was to extract lectins, partially characterize them and
evaluate the antimicrobial potential of Eugenia pyriformis seeds. The aqueous extract was
fractioned in two saturations of ammonium sulfate (0-40% and 40-80%). Samples were measured
in relation to phenolic content and proteins. The presence of lectins and their specificity to
carbohydrates were investigated using hemagglutination assays in human erythrocytes. The
animicrobial potential was evaluated in diffusion disc assays. The dosages revealed low levels of
proteins and phenols in the samples. The hemagglutinating activities were positive in all samples,
which preferably grouped group A, the increase of the specified activity in the fraction 40-80%
revealed that the pre-purification was efficient. The profile of inhibition of the activity by
carbohydrates galactose, galactosamine, lactose and arabinose suggest the presence of at least
two lectins. The antibacterial tests showed inhibition in Gram-positive bacteria (Staphylococcus
aureus, Streptococcus uberis and Enterococcus faecalis), and Gram-negative (Escherichia coli,
Shigella flexneri, Serratia sp. and Klebsiella sp.) demonstrating the potential of this species as a

broad-spectrum antibiotic.
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1-Introducéao

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune que possuem a
capacidade de se ligar seletiva e reversivelmente aos carboidratos e glicoproteinas sem
alterar a suas estruturas glicosidicas, isto €, sem processa-los enzimaticamente (Lanno e
Van Damme 2010; Lam e Ng 2011; Sheela Devi et al. 2013).

Altamente varidveis em suas sequéncias de aminoacidos, as lectinas sao
amplamente distribuidas nas mais variadas formas de vida, desde microrganismos até
animais e plantas (Cavada et al. 2001; Saha et al. 2014). Elas ocorrem com mais
abundancia no reino vegetal, onde sédo detectadas e isoladas em diversas partes, como
caule, folhas, frutos e principalmente sementes. As funcbes enddgenas das lectinas, por
exemplo, como proteinas de reserva e defesa, estéo relacionadas com a localizacdo dessas
nos vegetais e com as propriedades de seus sitios ligantes de carboidratos (Lanno e Van
Damme, 2014).

A aplicabilidade dessas biomoléculas nas areas da saude e biotecnologia decorre da
sua capacidade de ligacéo especifica aos carboidratos e glicoconjugados na superficie das
células, atuando como mediadoras de processos de interacdo e reconhecimento celular
dependente de carboidratos, dentre eles, alguns relacionados as patologias humanas, como
infeccbes e metastase. De fato, quando isoladas, as lectinas vegetais apresentam ampla
variedade de atividades bioldgicas, dentre elas, a acdo inseticida (Macedo et al. 2015),
mitogénica (Movafagh et al. 2016), antitumoral (Hashim et al. 2017), anti-inflamatoria
(Movafagh et al. 2016), antiviral (Hamid et al. 2013), antifingica (Van Holle e Van Damme,
2018), e antibacteriana (Procopio et al. 2017).

As doencas infecciosas sempre foram a principal motivo de morbidade e mortalidade em
animais e seres humanos. Os antimicrobianos foram responsaveis por conter

consideravelmente esses nudmeros, porém, o uso indiscriminado desse artificio,
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principalmente em procedimentos agricolas, veterinarios e meédicos tem favorecido a
emergéncia de cepas de microrganismos resistentes as drogas conhecidas e causam
infeccbes graves (Nascimento et al. 2000; Gomes et al. 2013; Yim et al. 2013; Who 2014).

A funcdo imunolégica que as lectinas enddgenas desempenham nos vegetais,
principalmente no antagonismo a microrganismos patogénicos, tem levado a um crescente
interesse na investigacdo do papel dessas proteinas na interacdo célula/patdgeno, no
desenvolvimento das infec¢des e no seu potencial antimicrobiano (Dias et al. 2015; Lagarda-
Diaz et al. 2017; Breitenbach Barroso Coelho et al. 2018).

A abundante biodiversidade da flora brasileira traz consigo um grande potencial
farmacoldgico pouco explorado, grande parte de seus representantes ainda nao foram
estudados (Santos et al. 2009). Dentre eles, a Eugenia pyriformis cambess, pertencente a
familia Myrtaceae, uma espécie nativa da regido sul do Brasil, possui fruto amarelo, globoso
e indeiscente, popularmente conhecido na regido como uvaia (Lorenzi 2002; Feliphe 2015).
Essa espécie apresentou potencial antibiético em 6leos essenciais dos frutos (Stieven 2009)
e nos extratos hidroalcdolicos das sementes (Chavasco et al. 2014). Avaliacdo do potencial
antimicrobiano e investigacdo das lectinas ndo foram relatados para os extratos aquosos
das sementes dessa espécie. Por outo lado, lectinas foram purificadas a partir de sementes
de Eugenia uniflora (Oliveira 2008) e E. malaccencis (Brusntein et al. 2012).

O fato de a Eugenia pyriformis ser uma arvore nativa da regidao sul do Brasil, a
caréncia de estudos de metabdlitos primarios dessa espécie e os relatos cientificos desse
género sobre seu potencial antibiético, torna a espécie um grande alvo para pesquisas. O
presente estudo teve por objetivo a deteccdo, o isolamento e a caracterizagdo da lectina de
sementes de Eugenia pyriformis. A lectina foi caracterizada em relagédo as especificidades de
eritrécitos do sistema ABO humano e de ligacdo aos carboidratos. Adicionalmente, avaliou-
se a presenca de compostos antibacterianos e antifingicos nos extratos e fragdes

precipitadas das sementes dessa planta.
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2-Material e Métodos

2.1-Isolamento de Lectina

Os frutos de Eugenia pyriformis foram coletados na regido sudoeste do estado do
Parana. As sementes foram separadas da polpa e secas a temperatura ambiente para
retirada completa da umidade e moidas em um micro-moinho para a obtencéo da farinha. A
farinha foi adicionada ao tampéao fosfato salino (PBS - phosphate buffer saline), pH 7,4, na
proporcao 1/10 (m/v), sob agitacdo magnética em refrigerador durante 4 horas. O contetdo
total foi filtrado e rotacionado em uma centrifuga Sigma 3-16L refrigerada a 10 °C, por 30
minutos a 10.000 rpm. O sobrenadante foi precipitado fracionadamente com sulfato de
amoénio a 0-40% e 40-80% de saturacdo, em banho de gelo. As fracdes precipitadas foram
dialisadas utilizando uma membrana filtrante YM 14 kDa com o objetivo de retirar 0 excesso
de sulfato de ambnio presente nas fracdes e recuperar a solubilidade das proteinas. Apos
didlise, as fracdes precitadas foram denominadas FPD 0-40 e FPD 40-80 (FPD — Fracbes

Precitadas Dialisadas).

2.2-Dosagem do conteudo proteico

Para determinar a presenca e a concentracdo de proteinas foi utilizado o método de
Bradford, baseado na interacdo entre o corante comassie brilliant blue BG-250 (Sigma-
Aldrich) e as macromoléculas das proteinas que contém aminodcidos de cadeias laterais
basicas ou aromaticas (Badford 1976; Sperotto 2014). A proteina albumina bovina sérica

(BSA-bovine serum albumin) foi utilizada para a construcdo de uma curva padrao de
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dosagem compreendendo o intervalo entre 0,1 — 1,0 mg/mL. As leituras foram realizadas em
espectrofotometro (Evolution 201/220 UV-Vis — Thermo Scientific) a uma absorbancia

de 595 nm.

2.3-Determinacéo de Fenois

Para quantificar os fendis presentes nas amostras foi utilizado o método de Folin-
Ciocalteau (Singleton et al. 1999; Alves e Kubota 2013). Para uma curva de calibracao foi
utilizado o acido galico (100, 125, 250, 500 e 1000 pg/ml) e a leitura foi realizada em
espectrofotometro (Evolution 201/220 UV-Vis - Thermo Scientific) a uma absorbancia

de 740 nm.

2.4-Ensaios de Atividades hemaglutinantes

A atividade hemaglutinante (AH) do extrato bruto e das fracbes precipitadas e dialisadas
foram testadas em placas de microtitulacdo de 96 pocos, fundo U, utilizando-se NaCl, 0,15
M, e hemécias humanas 2% (Correia et al, 2008). Resumidamente, as amostras (50 uL)
foram submetidas a uma diluicdo de fator 2 em NaCl (50 pL), previamente pipetados na
microplaca. Desse modo, as diluicdes das amostras variaram de 1/2 a 1/2048 (titulos). Em
seguida, 50 pL da solucdo de heméacias 2% foram adicionados e realizou-se a incubagéo por
1 h, em temperatura ambiente. Os resultados foram visualizados macroscopicamente, 0
aparecimento de uma rede reticulada no fundo do poco da microplaca é a AH positiva,
enquanto na auséncia dessa atividade as hemacias precipitam-se na base. Os testes foram
realizados em duplicatas e 0 mesmo procedimento foi aplicado em amostras desnaturadas

termicamente (100 °C, 30 minutos) para a comprovacéo de que a AH era de origem proteica.
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A atividade hemaglutinante (AH, inverso do titulo) foi definida como a diluicio de menor
concentracdo das amostras que apresentou nitida aglutinacéo dos eritrécitos. A comparacéo
entre esses valores permite avaliar qual o tipo sanguineo apresenta maior especificidade
para cada amostra. A atividade hemaglutinante especifica (AHE), nas heméacias do tipo A, foi
calculada pelo quociente entre a AH e a concentracdo de proteinas (mg/mL) da amostra.
Esses dados permitem tracar um comparativo entre a concentracdo de lectinas nas

diferentes amostras.

2.5-Teste de especificidade a carboidratos

A especificidade das lectinas a carboidratos, geralmente é determinada pelo ensaio de
inibicdo da hemaglutinacdo de células ou precipitacdo de glicoproteinas (Rudger e Gabius
2001). Desse modo, os ensaios da atividade hemaglutinante das amostras (EB, FPD 0-40,
FPD 40-80) foram realizados na presenca dos carboidratos: D(+)-glicose, D(+)-fucose, D(+)-
arabinose, D(+)-ribose, D(+)-manose, D(+)-galactose, D(+)-glicosamina, D(+)-lactose, D(+)-
sacarose, D(+) trealose di-hidratada, N-acetil D-glicosamina, L-ramnose, D(+)-maltose, D(+)-
galactosamina e D-(+)-rafinose penta-hidratada, adquiridos da Sigma-Aldrich.

A metodologia utilizada € a descrita por Silva et al. (2012), e é semelhante ao ensaios
de hemaglutinacdo com a diferenca de que a diluicdo seriada (fator 2) das amostras (50 L)
é realizada com diversas solu¢des de carboidratos 0,4 M (50 pL), em NaCl, 0,15 M. Apos a
incubacéo de 30 minutos com os carboidratos, a temperatura ambiente, adicionou-se 50 pL
de uma suspensao de hemacias 2% (grupo A). Os resultados das AHs foram observados
ap6s 1 h. Simultaneamente, foram realizados ensaios das amostras na auséncia de
carboidratos como um controle dessa atividade. Para efeitos de comparacdo foram

calculadas as atividades hemaglutinantes especificas (AHE).
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2.6-Culturas Microbianas

Os in6culos bacterianos foram cultivados em caldo Nutriente durante 24 horas a 37
°C. As cepas utilizadas como microrganismos testes foram os seguintes, Gram Negativos:
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Shigella flexneri NP 0122, Escherichia coli NP
0022, Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella sp., Morganella sp., Serratia sp. e Proteus
mirabilis, as Gram Positivas foram: Staphylococcus aureus Np 0023, Staphylococcus aureus
ATCC 25923, Staphylococcus aureus B24, Streptococcus uberis, Streptococcus agalactiae,
Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis e Bacillus cereus.

Os fungos também foram cultivados em caldo Nutriente a 28 °C durante 48 horas.
Para esse ensaio foram utilizados cepas das leveduras: Candida glabrata, Candida
tropicalis, Candida parapsilosis, Cryptococcus gattii WM178 e Cryptococcus gattii WM179.

A turbidez da cultura foi ajustada com solucdo salina estéril (NaCl 0,9%- 0,15M) até
obter uma turbidez compativel com a solug¢éo padrdo de McFarland a 0,5 (580 — 600 nm/
absorbancia de 0,10 a 0,15, o correspondente a 1,5 x 108 UFC/mL). Os ajustes finos na

absorbancia foram realizados com o auxilio do espectrofotémetro.

2.7-Ensaios Antimicrobianos

Os ensaios foram realizados em triplicata através da metodologia de Kirby-Bauer
(Bauer et al. 1966) ou método de difusdo em disco. O teste fornece resultados qualitativos e
seu principio basico é a difusdo de um composto antimicrobiano na superficie de um agar a
partir de um disco impregnado com o antimicrobiano em questdo (Anvisa 2018).

Para as culturas bacterianas foram utilizadas placas contendo agar MH (Muller-
Hinton), as bactérias testadas foram inoculadas com auxilio de um swab estéril preenchendo

toda superficie da placa. Nos discos brancos estéreis (6 mm) para antibiograma foram
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pipetados 5 pL das amostras a serem testadas e os mesmos foram distribuidos na placa
conforme padronizado pela ANVISA (CLSI 2009). Como controle foram utilizados discos de
antibiograma comerciais de Amoxacilina 10 mcg (AMO 10), Ciprofloxacina 5 Mcg (CIP 5) e
Penicilina G. 10 Ul (PEN 10), pois os mesmos conferem o espectro de acdo necessario as
cepas bacterianas testadas. As placas foram incubadas em estufa bacteriolégica a 37 °C por
24 horas. A mesma metodologia foi aplicada para as culturas de fungos, porém, o meio
utilizado para a metodologia foi 0 agar Sauboraud Dextrose e as placas foram incubadas por
de 24 a 48 horas, a 35 °C.
A atividade antimicrobiana foi avaliada através da média das medidas dos halos de
inibicdo expressos em milimetros (mm).
Os ensaios antimicrobianos foram repetidos para os resultados positivos, utilizando a
mesma metodologia (Kirby-Bauer), porém, desta vez ap06s as amostras sofrerem

desnaturacao térmica (100 °C, 30 minutos).

3-Resultados e Discussao

3.1-Obtencédo do Extrato Bruto (EB), FPD-0-40 e FPD-40-80

A farinha das sementes trituradas da Eugenia pyriformis incubada com o tampé&o PBS, pH
7,4, resultou em 575 mL de extrato bruto (EB). A finalidade foi extrair os componentes
polares presentes nas sementes, como proteinas e peptideos, porém, alguns metabdlitos
secundarios, tais como os fendis (taninos, flavonoides), lipideos e os pigmentos das
sementes também podem ser extraidos em menor proporgao.

Na sequéncia, o EB foi fracionado com sulfato de amoénio em duas etapas: 0-40% e 40-

80% de saturacdo. Este processo segrega as proteinas por solubilidade e polaridade,
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facilitando a purificacdo. Os sais tém afinidade com as moléculas de agua do meio,
diminuindo a solubilidade das moléculas de proteinas, que tendem a interagir entre si
formando precipitados. A quantidade de sal para que ocorra a precipitacédo varia conforme a
proteina, sendo este método um frequente primeiro passo para a purificacao.

Diversas pesquisas utilizam o fracionamento com sulfato de amdnio para isolamento de
lectinas. Como exemplos Siebra Paes Barreto (2007) com a purificacdo e caracterizacdo da
lectina da entrecasca da Caesalpinia ferrea var. leiostachya Benth (CfeBL), e Silva et al.,
(2012) na purificacdo da BfL, lectina extraida das sementes de Bauhinia forficata.

Na purificagcdo das proteinas, a didlise mostrou-se um método essencial apdés o
fracionamento, pois separou a fracao precipitada das particulas menores que 14 kDa (como
0s sais, pequenos metabdlitos e pigmentos) recuperando a solubilidade das proteinas.
Nesse sentido, o processo de dialise das fracfes foi eficiente, visto que as todas as fracdes
apresentaram caracteristicas solUveis, com uma fase Unica. Apos esse processo, obtiveram-

se as fracOes precitadas dialisadas nas saturacdes 0-40 (FPD 0-40) e 40-80 (FPD 40-80).

3.2-Dosagem de Proteinas e Fenois

O método utilizado para a extragcdo, a precipitacao e a dialise das proteinas nas 50
gramas de sementes da E. pyriformis obteve 550 mg para o EB, valor quatro vezes superior
aos 275 mg extraidos em 100 gramas de Bauhinia cheilantha por Cruz (2015). O total de
proteina recuperada das sementes de Eugenia pyriformis foi aproximadamente 1% da
massa total das sementes, nimero relativamente pequeno, visto que em muitas sementes,
esse valor pode chegar proximo a 10%.

Para as fragGes precipitadas dialisadas 0-40% e 40-80% obteve-se 55 e 66 mg apoés
o processo de dialise, mostrando uma recuperacao de aproximadamente 20% das proteinas

do EB nas fragcdes FPD. Pereira Junior (2014), obteve 2,39 mg/mL no extrato bruto da
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semente de Dioclea reflexa, mas Cruz (2015) conseguiu apenas 0,55 mg/mL no extrato
bruto de Bauhinia cheilantha, mostrando que a metodologia de extracdo utilizada para E.
pyriformis foi parcialmente eficiente, alcancando aproximadamente 1,0 mg/mL no EB.

Os fendis podem apresentar tanto atividade hemaglutinante quanto atividade
antimicrobiana, por isso, € importante quantifica-los para evitar o0 mascaramento de
resultados. As concentracdes fendlicas de 71 mg no EB, valor aproximadamente dez vezes
menor que de proteinas. Nas FPD 0-40% e 40-80% foi obtido 1,9 e 3,6 mg,
respectivamente. Os valores obtidos, embora muito pequenos, podem ser responsaveis por
uma pequena parcela da atividade hemaglutinante. Stieven (2009) ndo encontrou
compostos fendlicos detectaveis nos, extrato etandlico e extrato aquoso de sementes de E.

pyriformis.

3.3-Atividade hemaglutinante

Os ensaios de atividade hemaglutinante sdo uma forma rapida e simples de detectar
lectinas em amostras. O resultado de hemaglutinacéo positiva consiste na formacéo de uma
rede reticulada no fundo do micropoco, enquanto a hemaglutinacdo negativa € a
precipitacdo das hemacias em sua integridade.

A Figura 1 representa os resultados das atividades hemaglutinantes das amostras
(EB, FPD 0-40, FPD 40-80) para cada tipo sanguineo testado (A, AB e O). As amostras
promoveram a aglutinacdo dos trés tipos sanguineos, ndo demonstrando especificidade
para as hemacias humanas, porém notou-se uma maior afinidade pelo tipo A, evidenciada

pelos seus maiores valores de atividade hemaglutinante (AH).
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Figura 1 — Atividades hemaglutinantes das sementes da Eugenia pyriformis em hemacias humanas. As atividades do
extrato bruto (EB) e das fracdes precipitadas e dialisadas 0-40% e 40-80% (FPD 0-40 e FPD 40-80), foram ensaiadas
em hemacias 2%. A AH (inverso do titulo) é a diluicdo menos concentrada da amostra que apresentou aglutinacéo.
Cada valor de AH é o resultado idéntico obtido dos ensaios em duplicatas.

Observa-se que para estas hemacias, a fracdo FPD 40-80 alcanca AH de 1024, sendo oito
vezes mais eficiente que nas hemacias tipo AB* (128 AH) e dezesseis vezes comparadas as
do tipo O*. O teste sugere que existe a presenca de lectinas em todas as fracoes.

Nas hemacias do tipo A, pode-se ordenar a atividade hemaglutinante na seguinte
ordem decrescente: FPD 40-80 >FPD 0-40 > EB, sugerindo que as proteinas de interesse
se encontram mais concentradas na FPD 40-80.

Além de lectinas, outros compostos presentes em extratos vegetais podem aglutinar
hemécias, como os fendis, por exemplo. Uma maneira de separar a aglutinacdo de lectinas,
daquela promovida pelos metabdlitos secundérios, € realizando a desnaturacéo térmica das
amostras para inibir a AH das proteinas. Apés esse tratamento, verificou-se uma diminuicdo
drastica dessa atividade para todas as amostras nos diversos tipos de eritrécitos (Tabela 1).
Por exemplo, a AH da FPD 40-80 (hemacias tipo A+), diminuiu de um fator igual a 64 (1024

— 16 AH).
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Tabela 1 — Atividades hemaglutinantes das amostras nativas e desnaturadas da E. pyriformis

Amostras Hemacias AH? AH
(nativas) (desnaturadas)
EB A+ 64 2
AB+ 32 2
O+ 32 2
FPD 0-40 A+ 256 8
AB+ 32 4
O+ 32 2
FPD 40-80 A+ 1024 16
AB+ 128
O+ 64 4

@Atividade hemaglutinante foi testada nas hemécias 2% do grupo ABO.

A atividade hemaglutinante residual verificada com as amostras desnaturadas sugere
a presenca de outros compostos com tal atividade. Uma alternativa seria a presenca de
mais de uma lectina, sendo uma delas termorresistente e em baixos niveis de concentracgao.
Contudo, a deteccao de fendis, previamente estimados, mesmo em concentracfes baixas,

pode ser a responsavel por essa hemaglutinacao.

3.4-Atividade Hemaglutinante Especifica (AHE)

Os célculos da atividade especifica auxiliam na avaliacdo a cada passo do isolamento
proteico, a cada etapa é esperada uma diminuicdo da proteina total e o aumento da
atividade especifica. Ap0os o fracionamento, notou-se que atividade hemaglutinante
especifica (AHE) foi levemente superior na FPD 0-40 em relacédo ao EB, essa atividade foi
4,4 vezes superior na FPD 40-80 indicando uma maior concentracdo de lectinas nessa

fracdo, conforme verificado na tabela 2.
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Tabela 2 — Etapas do processo de pré - purificacdo do extrato bruto das sementes de E. pyriformis.

Fracado Proteinas Proteinas  AH?2 AHEP AHC FPd RAH®
[[mg/mL] (mg) (AH/mg.mL) Total (%)
EB 1,0 550 64 64 35.200 1 100
FPD 0-40 3,1 54 256 83 1.446 1,3 4,1
FPD 40-80 3,6 67 1024 284 5.286 4.4 15

aAtividade hemaglutinante — maior diluicdo que apresentou atividade nas hemacias 2% (AY).
b Atividade hemaglutinante especifica — AH/(mg.mL™1)

¢ Atividade hemaglutinante total — AHE x volume (mL)

d Fator de Purificacédo (AHE (Fracédo)/AH EB)

¢ Recuperacgédo da atividade hemaglutinante (AH Total (Fracéo)/ AH Total (EB) x 100)

O aumento da atividade especifica das amostras sugere que a sequéncia do isolamento e
pré-purificacdo foram eficientes, porém o rendimento da atividade hemaglutinante (RAH) foi
de aproximadamente 20% da AHT é geralmente é considerado baixo para essa etapa. Essa
caracteristica dificulta a purificacdo, pois o rendimento diminui a cada passo do processo,

necessitando-se de maiores quantidades de sementes para a sua conclusao.

3.6-Especificidade aos carboidratos

A especificidade da ligacéo das lectinas de E. pyriformis a carboidratos foi determinada por
ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante por mono e oligossacarideos. Trata-se de
um método semiquantitativo e concede informacdes quanto a habilidade do carboidrato em
inibir a atividade da lectina (Correia et al., 2008).

A Tabela 3 compara as atividades hemaglutinantes especificas (AHE) das amostras
incubadas com diversos carboidratos com um controle positivo. Os ensaios de inibicdo da
AH demonstraram que de modo geral as lectinas das sementes de E. pyriformis possuem
afinidade pela galactose, e também s&o inibidas pelos seus derivados, a galactosamina e a
lactose, em menor grau. Em ordem decrescente, os fatores de diminuigcdo para AHE na FPD

40-80 foram: galactose (130 x) > galactosamina (60 x) > lactose (16 Xx).
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Tabela 3 — Especificidade das lectinas da E. pyriformis aos carboidratos

Carboid . AHE? (AH/mg.mL?)
arboidratos

(0,2 M) EB FPD 0-40 FPD 40-80
Controle® 512 661 569
D(+)-arabinose 32 661 35,5
D(+)-galactosamina 16 10 8,9
D(+)-galactose 8 5,2 4,4
D(+)-lactose 16 82,3 35,5

aAtividade hemaglutinante especifica; ? Controle — ensaios de hemaglutinacdo na auséncia dos
carboidratos; ¢Os carboidratos D(+)-glicose, D(+)-fucose, D(+)-ribose, D(+)-manose, D(+) glicosamina,
D(+) sacarose, D(+) trealose, N-acetil D-glicosamina, L-ramnose, D(+) maltose e D-(+)-rafinose ndo
inibiram a aglutinacdo dos eritrécitros e AHE das amostras foram iguais aos controles.

O monossacarideo arabinose tem baixa afinidade pelo EB e pela fracdo FPD 40-80
pois diminui a AHE de um fator 16. Entretanto, ndo inibe a FPD 0-40, sugerindo a presenca
de duas lectinas nas sementes de E. pyriformis. Os demais carboidratos ndo apresentaram
afinidade para as amostras, as quais mantiveram suas AHE inalteradas em relacdo ao
controle.

Considerando os resultados da especificidade, as sementes da E pyriformis contém
duas lectinas, ao menos uma pertencente a familia galactose/N-acetilgalactosamina
(Gal/GalNAc).

A especificidade por galactose/N-acetil-galactosamina é comum nas lectinas
vegetais, por exemplo, a jacalina, uma proteina antiviral e anti-inflamatoria, extraida das
sementes da Artocarpus integrifélia, considerada como modelo na classificacdo de uma
familia de lectinas (Van Damme et al, 1998). Outro exemplo é a lectina purificada da espécie
Morus alba, MAL (Khurtsidze et al, 2017), que apresenta efeito similar ao horménio do

crescimento em plantas.
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A afinidade entre a FPD 40-80 e o carboidrato arabinose, ainda que baixa, revelou

uma propriedade rara, pois lectinas ligantes desse monossacarideo ndo sdo comumente

encontradas no reino vegetal. Elas sdo frequentemente isoladas de bactérias, como as

lectinas da Pseudomonas aeruginosa e da Ralstonia solanacearum (Sudakevitz et al, 2002).

As ocorréncias em esponjas marinhas e cogumelos também séo consideradas raras (Wang

et al, 2005).

Quadro 2: Especificidade a carboidratos das lectinas da E. pyriformis.

Carboidratos Amostras AH AHE
(AH/mg.mL1)

Controle EB 512 512
FPD 0-40 2048 661
FPD 40-80 2048 569

D(+) galactose EB 8 8
FPD 0-40 16 5,2

FPD 40-80 16 4.4

D(+) lactose EB 16 16
Monohidratada FPD 0-40 256 82,3
FPD 40-80 128 35,5

D(+) galactosamina FPD 0-40 32 10
FPD 40-80 32 8,9

D(+) arabinose EB 32 32
FPD 0-40 2048 661
FPD 40-80 128 35,5

As especificidades aos carboidratos encontradas nas lectinas das sementes de

Eugenia pyriformis foram bem diferentes das encontradas para as espécies do mesmo

género. A lectina EuniL, purificada das sementes de E. uniflora, teve sua atividade

hemaglutinante inibida por glicoproteinas, como a caseina e a fetuina, porém néo se ligou

nem a mono ou oligossacarideos (Oliveira et al, 2008). Por sua vez a lectina extraida das

sementes da E. malaccencis, foi inibida por glicose, mas também por azocaseina e fetuina

(Brusntein et al., 2012).

3.7-Ensaios Antimicrobianos
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Poucas lectinas estudadas apresentaram atividade antifungica devido a dificuldade
de as lectinas se ligarem a glicoconjugados e penetrar no citoplasma por causa da barreira
imposta pela parede celular, isso torna a inibicdo direta de crescimento um fato improvavel
(Lagarda-Diaz et al. 2017). Porém, as lectinas podem afetar indiretamente a sobrevivéncia e
outras atividades fisiolégicas pela sua interacdo com a parede celular de fungos que é
composta por quitina, glicanos e outros polimeros (Wong et al. 2010; Lagarda-Diaz et al.
2017).

Os testes antifungicos nao apresentaram halo de inibicdo em nenhuma das cepas
testadas, indicando que néo existe atividade antifangica para essas leveduras.

Diversas lectinas apresentam atividade antibacteriana comprovada, geralmente essa
atividade é devido a interacdo da lectina com componentes da parede celular bacteriana,
como € o caso da N-acetilglicosamina, acido N-acetilmuramico (MurNAc) e tetrapeptideos
ligados a MurNAc presentes na parede celular de bactérias gram-positivas ou de
lipopolissacarideos (LPS) presentes em paredes celulares de bactérias gram-negativas
(Klafke et al, 2013; lordache et al. 2015). Nas bactérias Gram Negativas, que sofreram
interferéncia no seu crescimento, tem em sua composicdo de LPS, um ou mais carboidratos
para os quais as lectinas demostraram afinidade (Pompeu et al. 2015).

Os resultados foram medidos pelos halos de inibicdo do crescimento bacteriano em
torno de cada um dos discos de 6mm de diametro e expressos em termos de diametro de
inibicdo: < 8mm, inativo; 8- 11 mm parcialmente ativo; 12- 17mm ativo; > 17 mm muito ativo
(Alves et al. 2000). Os antibioticos utilizados como controle positivo foram escolhidos de
forma a contemplar todas as cepas testadas e serviram como um indicativo para os
resultados obtidos.

Os ensaios antibacterianos apresentaram atividade tanto em bactérias Gram
Positivas (S. aureus, S. Uberes e E. faecalis), quanto Gram Negativas (E. coli, S. flexnerii,

Serratia sp. e Klebsiella sp.), o diametro dos halos de inibicdo apresentado no Quadro 3,
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revela que as lectinas de E. pyriformis tem um amplo espectro de acao, atuando de forma
nao seletiva sobre muitos grupos de bactérias possivelmente patogénicas humanas. Para os
resultados positivos, as amostras (EB e FPD) ndo apresentaram diferencas significativas
entre os halos para as mesmas cepas. Por exemplo, a Klebsiella sp. os halos mostraram
gue as amostras foram todas ativas com um halo médio de 15 mm, o mesmo aconteceu
com a Serratia sp. com um halo médio de 13 mm. As demais cepas testadas nao
demonstraram nenhuma atividade antibacteriana.

Para comprovacdo que a atividade antibacteriana tem origem proteica, os testes
positivos foram repetidos apds as amostras (EB e FPDs) sofrerem desnaturacdo térmica.
Como resultado, houve uma total perda de atividade antimicrobiana. Os extratos vegetais
comumente possuem dois tipos de proteinas que apresentam atividade antimicrobiana, as
lectinas e os inibidores de proteases, que também estdo envolvidos nos mecanismos de
defesa das plantas (Paiva et al. 2014).

Em pesquisa realizada com o extrato aquoso de sementes de Eugenia pyriformis,
Stieven (2009), também encontrou atividade antibacteriana para as cepas de E. coli, S.
aureus e E. faecalis. Oliveira (2008), em trabalho realizado com lectinas de Eugenia uniflora
(EuniL) também notou um amplo espectro de acdo antibacteriana da lectina purificada,
conseguindo inibir o crescimento de cepas tanto Gram Positivas (Staphylococcus aureus,
Streptococcus sp. e Bacillus subtilis), quanto Gram Negativas (Escherichia coli, Klebsiella

sp., Corinebacterium sp. e Pseudomonas aeruginosa).
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Quadro 3 — Medidas das médias dos halos de inibicdo da atividade antibacteriana das sementes de E.
pyriformis bactérias Gram positivas e Gram negativas.

Halo de inibic&o (mm)

Microrganismo EB FPD 0-40 FPD 40-80 PEN 10 AMOI10 CIP5
S. aureus? 14+2 13,5¢1,5 12,5+2,5 30 34 -
Np 0023

S. aureus!? 13+1 12+2 9+1 24 32 26
ATCC 25923

S. aureus! B24 15,5+1,5 17 12 17 25 25
Shigella flexneri 7 11,5+1.5 10 12 19 -
NP 0122

E. col? NP 0022 7 9+1 8 - 20 30
E. coli? 7,5+0,5 8,5+0,5 8,5+0,5 - 18 26
ATCC 25922

Streptococcus 11+1 11,5+3,5 15,5+1,5 6 18 -
uberis

Enterococcus 13,5%1,5 12 10 10 26 32
faecalis

Klebsiella sp. 14+2 13,5+1,5 16+1 12 24 30
Serratia sp. 12 14+2 1242 20 26 35
Pseudomonas - - - 8 - -
aeruginosa ATCC

27853

Streptococcus - - - 9 9,5+ 0,5 23
agalactiae

Bacillus cereus - - - 12 - -
Streptococcus - - - 12 10 30
pyogenes

Proteus mirabilis - - - - - 21+2

Morganella sp. - - - - - -
1Staphylococcus aureus, 2 Escherichia coli.

A lectina (Emal), isolada de Eugenia malaccensis apresentou também um amplo
espectro antibacteriano no tratamento da cicatrizacado de feridas cutaneas em ratos. Das
cepas testadas, Staphylococcus aureus, Streptococcus sp., tiveram melhores resultados
obtendo um MIC de 1,5 pg/ml e MBC de 15 pg/ml. A Escherichia coli, Bacillus sp.,
Corynebacterium sp., Klebsiella sp. e Pseudomonas aeruginosa também mostraram
atividade bactericida com um MIC de 15 pg/ml e MBC de 150 pyg/ml (Brustein et al., 2012).

O presente estudo demonstrou o potencial do extrato de E. pyriformis como uma
importante ferramenta antimicrobiana e biotecnologica. Nesse sentido € crucial a purificacao

dessas lectinas para a sua caracterizacado biologica, fisico-quimica e estrutural. Pesquisas
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futuras da aplicacdo de lectinas de plantas podem ser de grande importancia para

microbiologia clinica, além das possiveis aplicacdes terapéuticas
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