4 M pW LW S} DADE O FEBES AL

UFERSA

UNIVERSIDADE FEDERAL RURAL DO SEMI-ARIDO
PRO-REITORIA DE GRADUACAO
DEPARTAMENTO DE BIOCIENCIAS
CURSO DE BIOTECNOLOGIA

FRANCISCO CHAGAS BARBALHO NETO

Microdesmia rigida (BENTH.) SOTHERS
& PRANCE: PROSPECCAO DE LECTINAS E AVALIACAO DE ATIVIDADE
ANTIFUNGICA

MOSSORO. RN
2023

Digitalizado com CamScanner



FRANCISCO CHAGAS BARBALHO NETO

Microdesmia rigida (BENTH.) SOTHERS
& PRANCE: PROSPECCAO DE LECTINAS E AVALIACAO DE ATIVIDADE
ANTIFUNGICA

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Bacharel
em Biotecnologia.

Ornentadora: Michele Dalvina Correia da Silva,
Profa. Dra.

Coorientadora: Marcia Michelle de Queiroz
Ambrosio, Profa. Dra.

MOSSORO. RN
2023

Digitalizado com CamScanner



© Todos os direitos estdo reservados a Universidade Federal Rural do Semi-Arido. O contetido desta obra ¢ de
inteira responsabilidade do (a) autor (a), sendo 0 mesmo, passivel de sangdes administrativas ou penais, caso sejam
infringidas as leis que regulamentam a Propriedade Intelectual, respectivamente, Patentes: Le1 n® 9.279/1996 e
Direitos Autorais: Le1n® 9.610/1998. O conteudo desta obra tomar-se-a de dominio publico apos a data de defesa
e homologac¢do da sua respectiva ata. A mesma podera servir de base literaria para novas pesquisas. desde que a
obra e seu (a) respectivo (a) autor (a) sejam devidamente citados e mencionados os seus créditos bibliograficos.

B225m Barbalho Neto, Francisco Chagas.
Microdesmia rigida (Benth.) Sothers & Prance:
Prospec¢do de lectinas e avaliagdo de atividade

antifingica / Francisco Chagas Barbalho Neto. =
2023.
oa E. 3 3l.

Orientadora: Michele Dalvina Correia da Silva.
Coorientadora: Marcia Michelle de Queiroz

Ambréosio.

Monografia (graduag@io) - Universidade Federal
Rural do Semi-&rido, Curso de Biotecnologia,
2023.

1. biocativo. 2. oiticica. 3.
fitohemaglutinina. 4. antifingico. I. Correia da
Silva, Michele Dalvina, orient. II. de Queiroz
Ambrdésio, Marcia Michelle, co-orient. III. Titulo.

Ficha catalografica elaborada por sistema gerador automatico em conformidade
com AACR2 e os dados fornecidos pelo) autor(a).
Biblioteca Campus Mossoro / Setor de Informacado e Referéncia
Bibliotecaria: Keina Cristina Santos Sousa e Silva
CRB: 15/120

O servigo de Geracdo Automatica de Ficha Catalografica para Trabalhos de Conclusio de Curso (TCC's) foi desenvolvido pelo Instituto de
Ciéncias Matematicas e de Computagdo da Umiversidade de Sdo Paulo (USP) e gentilmente cedido para o Sistema de Bibliotecas da
Universidade Federal Rural do Semi-Ando (SISBI-UFERSA), sendo customizado pela Supermtendéncia de Tecnologia da Informacao e
Comunicagdo (SUTIC) sob orientagio dos bibliotecarios da instituigdo para ser adaptado as necessidades dos alunos dos Cursos de
Graduagdo e Programas de Pos-Graduacdo da Universidade.

Digitalizado com CamScanner



FRANCISCO CHAGAS BARBALHO NETO

Microdesmia rigida (BENTH.) SOTHERS
& PRANCE: PROSPECCAO DE LECTINAS E AVALIACAO DE ATIVIDADE
ANTIFUNGICA

Monografia apresentada a Universidade
Federal Rural do Semi-Arido como parte dos
requisitos para obtencdo do titulo de Bacharel
em Biotecnologia.

Defendida em: 10/10/2023

BANCA EXAMINADORA

Documento assinado digitalmente

U'b MICHELE DALVINA CORREIA DA SILVA
g Data: 21/10/2023 19:13:03-0300
Verifique em https://validar.iti.gov.br

Michele Dalvina Correia da Silva, Profa. Dra. (UFERSA)
Presidente

Documento assinado digitaimente

ub MARCIA MICHELLE DE QUEIROZ AMBROSIO
g Data: 21/10/2023 21:04:24-0300
Verifigue em https:/ fvalidar.iti.gov.br

Marcia Michelle de Queiroz Ambrosio, Profa. Dra. (UFERSA)
Membro Examinador

Documentn assinado digitalmente
ub . ANTONIO OLIVEIRA DE BRITO JUNIOR
g Data: 22/10/2023 07:21:26-0300
Verifique em https://validar. iti.gov.br

Antonio Oliveira de Brito Junior, Bel. em Biotecnologia (Agricola Famosa)
Membro Examinador

Digitalizado com CamScanner



A minha mde, meu pai e irmds, dedico.

Digitalizado com CamScanner



AGRADECIMENTOS

Agradeco aos meus pais, Gilson e Erineide, e avos, Margarida e Francisco, por todo
amor, apoio e carinho que me foi dado antes e durante minha trajetoria académica.

As minhas irmds, Jéssica, Mércia, Gilcineide e Gilcilene, por todo apoio e
companheirismo que me sustentaram em momentos dificeis.

As minhas outras mies, Poliana e Rita, obrigado por todos os momentos em que me
fizeram sentir amado e especial.

Aos meus irmdos, Rellyson e Eduardo, por serem sempre meus pontos de apoio e por
tornarem a jornada da vida confortavel e prazerosa.

A Ana Karolina, por todo suporte emocional e profissional que me foi ofertado durante
este periodo tdo importante de nossas vidas.

Aos meus amigos Marielly, Monica, Pedro Augusto, Vitoria, Silvan, Marcileide,
Lenise, Juliana e todos os meus companheiros de vida. Obrigado por fazerem parte desse
momento tao especial e unico na minha vida.

Aos meus amigos do LABCEMOL, Brito, Lidiane, Jady, Maely e Lucas. Obrigado por
tornarem os dias de trabalho tdo especiais e produtivos. Sem voces essa experiéncia nao teria
sido a mesma.

A Profa. Dra. Michele Dalvina, por todo apoio na pesquisa € na minha trajetoria
académica, que sempre se dispés a contribuir, de modo profissional e humanizado, no meu
desenvolvimento e amadurecimento profissional.

A Profa. Dra. Marcia Michelle, pela coorientacio e apoio técnico-cientifico no
desenvolvimento desse trabalho

A banca examinadora, pela disponibilidade, profissionalismo e pelas inimeras
contribui¢des para o desenvolvimento desse trabalho.

Ao CNPq, pelo programa institucional de bolsas de iniciacao cientifica, que contribuiu
financeiramente para o desenvolvimento dessa pesquisa.

A UFERSA, pelo apoio estrutural e pelas inumeras oportunidades académicas e

profissionais que me foram ofertadas.

Digitalizado com CamScanner



“Somos apenas uma estirpe avancada de
macacos em um planeta menor de uma estrela
muito comum. Mas podemos entender o
universo. Isto nos torna muito especiais.”

Stephen Hawking

Digitalizado com CamScanner



RESUMO

O uso continuo e extenso de defensivos quimicos na agricultura promove graves impactos no
me10 ambiente e na saide das populagcdes. A podridao causada por espécies de Fusarium, sendo
as principais Fusarium falciforme e Fusarium sulawesiense, vem causando muitos danos a
cultura do meldo, com grande necessidade de alternativas para o manejo, sendo os biopesticidas
as alternativas mais sustentaveis. As lectinas sdo proteinas que se ligam de forma reversivel e
especifica a carboidratos e apresentam atividades com aplicabilidades biotecnologicas, como
antimicrobiana. Microdesmia rigida (Benth.) Sothers & Prance ¢ conhecida por apresentar alto
teor de oleos fixos nas sementes, utilizados na producdo industrial de tintas e vernizes. No
entanto, o potencial biotecnologico da espécie quanto a constituigdo proteica e as propriedades
biologicas relacionadas ndo tem sido investigado. O objetivo do trabalho fo1 investigar a
presen¢a de lectinas em folhas e sementes de M. rigida para a caracterizacdo da atividade
lectinica e o potencial 1solamento de uma lectina, bem como avaliar seu potencial contra cepas
de fitopatogenos do género Fusarium. Extratos brutos de folhas e sementes foram preparados
em NaCl 0,15 M ou em tampao citrato-fosfato 0,1 M, pH 6,5, submetidos a fracionamento
proteico com sulfato de amonio e dialisados. As amostras foram submetidas a ensaios de
atividade hemaglutinante (AH), dosagem proteica e determinag¢do de AH especifica (AHE); as
fracdes proteicas dialisadas tiveram AH caracterizada na presenca de carboidratos, sob
diferentes temperaturas e valores de pH, e foram caracterizadas por diferentes matrizes
cromatograficas. Todas as preparacdes e um extrato hidroalcoolico de sementes (preparado em
etanol a 95 %, EH) foram avaliados quanto ao potencial antifungico sobre F. falciforme ¢ F.
sulawesiense. Todas as amostras apresentaram elevada AH com diferentes tipos de eritrocitos
humanos, bem como teor proteico. As fracoes proteicas de sementes apresentaram elevada AHE
(ESs-F1, AHE: 2.497.56; Ess-F2, AHE: 524337, Est-F1, AHE: 5.004,10; Est-F2, AHE:
26.301,04). Os titulos de AH das amostras foram estaveis apos incubagdes em temperaturas
variando de 20 a 100 °C e foram mais elevados entre pH 6.5 e 7.5 (em faixa de pH de 4.5 a
9.0). A cromatografia de Est-F1 em quitina foi eficiente para isolar pools proteicos com
atividade lectinica e elevada AHE. O EH apresentou um percentual significativo de inibi¢ao do
crescimento micelial de ambas as espécies. Os dados sugerem que as sementes de M. rigida
possuem lectinas termoestaveis com alta afinidade a diferentes eritrocitos e afinidade a quitina.
Além disso, M. rigida possui metabolitos que inibem o crescimento de F. falciforme e F.

sulawesiense, indicando seu potencial uso para a formula¢do de um biopesticida.

Palavras-chaves: bioativo, oiticica, fitohemaglutinina, antifungico.
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ABSTRACT

The continuous and extensive use of chemical pesticides 1n agriculture has a serious impact on
the environment and on people’s health. Rot caused by Fusarium species, the main ones being
Fusarium falciforme and Fusarium sulawesiense, has caused a lot of damage to the melon crop,
with a great need for management alternatives, with biopesticides being the most sustainable
alternatives. Biopesticides are more sustainable alternatives for controlling phytopathogens.
Lectins are proteins that bind reversibly and specifically to carbohydrates and have activities
with biotechnological applications, such as antimicrobials. Microdesmia rigida (Benth.)
Sothers & Prance 1s known for having a high content of fixed oils in 1ts seeds, which are used
in the industrial production of paints and varnishes. However, the biotechnological potential of
the species in terms of its protein constitution and related biological properties has not been
investigated. The aim of this study was to investigate the presence of lectins in M. rigida leaves
and seeds in order to characterize their lectin activity and the potential 1solation of a lectin, as
well as to evaluate 1ts potential against strains of phytopathogens of the Fusarium genus. Crude
extracts of leaves and seeds were prepared in NaCl 0.15 M or citrate-phosphate buffer 0.1 M,
pH 6.5, subjected to protein fractionation with ammonium sulphate and dialyzed. The samples
were subjected to haemagglutinating activity (HA) assays, protein dosage and specific HA
determination; the dialysed protein fractions had their HA characterized in the presence of
carbohydrates, under different temperatures and pH values and were characterized by
chromatographic matrices. All the preparations and a hydroalcoholic extract of the seeds
(prepared in 95% ethanol, EH) were evaluated for their antifungal potential against F.
falciforme and F. sulawesiense. All the samples showed high AH with different types of human
erythrocytes, as well as protein content. The seed protein fractions showed high AHE (ESs-F1,
AHE: 2,497 56; ESs-F2, AHE: 5,243 37; ESt-F1, AHE: 5,004 10; ESt-F2, AHE: 26,301.04).
The AH titers of the samples were stable after incubations at temperatures ranging from 20 to
100 °C and were highest between pH 6.5 and 7.5 (in a pH range of 4.5 to 9.0). Chromatography
of ESt-F1 on chitin was efficient in 1solating protein pools with lectin activity and high AHE.
EH showed a significant percentage of inhibition of the mycelial growth of both species. The
data suggest that M. rigida seeds have thermostable lectins with high affinity to different
erythrocytes and affinity to chitin. In addition, M. rigida has metabolites that inhibit the growth
of F. falciforme and F. sulawesiense, indicating its potential use for the formulation of a

biopesticide.

Keywords: bioactive, oiticica, phytohemagglutinin, antifungal.
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1. INTRODUCAO

A agricultura € o setor da economia que representa a maior parcela da fonte de renda e
geracdo de empregos no Brasil. Em janeiro de 2022, o pais atingiu seu recorde em exportagoes
de alimentos, resultando em um faturamento de US$ 19,67 bilhdes (Governo Federal Do Brasil,
2022). No entanto, a produgdo agricola em larga escala contribui com uma das maiores
problematicas da atualidade: a gerac¢do de residuos toxicos. Especialmente no que se trata do
uso de pesticidas por paises, o Brasil esta no topo do ranking, sendo considerado “o maior

consumidor de pesticidas do mundo™ (Gonzales, 2020).

O manejo madequado desses agroquimicos em lavouras tem afetado negativamente a
saude dos brasileiros. Trabalhadores das grandes lavouras, habitantes de regides proximas aos
campos de cultivo e consumidores dos derivados dessas lavouras tém desenvolvido doengas,
devido a exposi¢do direta ou indireta aos pesticidas quimicos, como diversos tipos de cancer
(Friedrich et al., 2021), malformagdo congénita (Costa et al., 2021) e outros efeitos deletérios

no sistema imunologico (Dalbo et al , 2019).

Apesar de seus efeitos nocivos a saude das pessoas e ao me1o ambiente, 0s agroquimicos
ainda sao amplamente utilizados no controle de pragas na agricultura, por exemplo, em
plantacdes de frutiferas como o meloeiro, 0 mamoeiro, e a melancieira (SANTOS et al |, 2021;
PARK et al., 2010). As doengas de plantas, também denominadas fitopatologias, sdo causadas
principalmente por microrganismos, como os fungos. Nas plantacdes de meldo (Cucumis melo),
que ¢ uma cultura de grande importancia para o agronegocio brasileiro, se destacam os fungos
do género Fusarium, como o Fusarium falciforme e o Fusarium sulawesiense que causam a
podriddo peduncular, afetando drasticamente sua produgdo. A auséncia de alternativas para o
controle eficiente desses fitopatogenos demanda pelo desenvolvimento de estudos voltados

para essa problematica (Araujo et al , 2020).

Com o surgimento da biotecnologia, algumas técnicas comecaram a ser aplicadas na
agricultura como alternativas ao uso de pesticidas quimicos, como a produc¢do de alimentos
transgénicos e o uso de biopesticidas. Os biopesticidas vém se destacando no mercado
internacional de produtos agricolas e no controle de doencas nas plantagdes. Eles podem ser
constituidos por bactérias, fungos, virus, nematoides, ou seus metabolitos, e atuam de modo

especifico sobre os organismos alvos (Melo, Swarowsky, 2022).
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Os biopesticidas de origem vegetal sdo uma boa alternativa para o controle de doengas
em plantas, pois suas formulagdes sdo a base de produtos naturais contendo biomoléculas com
acdo pesticida, como € o caso das proteinas que possuem propriedades antimicrobiana ou

inseticida (Butu, Rodino, Butu, 2022).

Proteinas da classe das lectinas vém sendo estudadas acerca de seu potencial
antimicrobiano, ou seja, sua habilidade de inativar, inibir ou estacionar a proliferacdo € o
desenvolvimento de microrganismos patogénicos (Fonseca et al., 2022). Essas proteinas sao
expressas em diversas especies de diferentes faxa, no entanto, sio mais comumente investigadas
em especies vegetais (Konozy et al., 2022), nas quais podem estar envolvidas em mecanismos
de defesa contra patogenos. As lectinas se ligam a carboidratos de maneira especifica e
reversivel e, por 1sso, possuem habilidade para reconhecer moléculas em superficies celulares
e outras estruturas, promovendo diversos efeitos biologicos. Estudos revelam que algumas
lectinas promovem atividade antimicrobiana (Fonseca et al , 2022), inseticida (Oliveira et al .
2020), imunomoduladora (Farias et al., 2022), antitumoral (Patriota et al., 2021), dentre
diversos outros efeitos. Portanto, essas proteinas sdo ferramentas moleculares que podem ser

uteis para a solucdo de diversas problematicas.

Varnas plantas endémicas do semiarido brasileiro sdo alvo de estudos voltados tanto para
as caracteristicas que as conferem resisténcia ao clima severo do bioma, quanto para sua
constituicao quimica, pois podem ter compostos que sdo de interesse da industria (Lisboa et al .,
2020). Esse € o caso da especie Microdesmia rigida (Benth.) Sothers & Prance, pertencente a
familia Chrysobalanaceae, popularmente conhecida como “oiticica” Essa planta ¢ usada
tradicionalmente no tratamento de diabetes, distirbios gastrointestinais € promove, também,
efeito diuretico (Agra et al., 2007; Alves, Nascimento, 2010; Castilho, Kaplan, 2008). Além
disso, apresenta atividade antioxidante - devido a presen¢a de compostos fenolicos, entre eles,
possiveis flavonoides na sua composi¢cdo molecular - e antimicrobiana contra cepas de bactérias

gram-positivas e de leveduras (Macédo, 2011; Morais, 2015).

Tendo em vista a presenga de metabolitos secundarios bioativos em Microdesmia
rigida, bem como sua vasta aplicabilidade na medicina popular e propriedades biologicas, a
caracterizacdo de lectinas presentes em tecidos desta planta podera elevar o valor
biotecnologico da espécie, além de possibilitar a descoberta de novas atividades biologicas,
como a atividade contra microrganismos fitopatogénicos. Se confirmada a acdo antifungica
promovida por preparacoes de M. rigida, a espécie pode ser explorada para o desenvolvimento

2
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de novas alternativas de controle de doencas na agricultura local, mais sustentaveis e com
melhor custo-beneficio. A utilizacdo de biomoléculas pesticidas também contribui para a
melhoria da qualidade dos alimentos provenientes do campo, por diminuir os impactos dos
pesticidas quimicos na saude da populagdo. Portanto, o objetivo do presente trabalho foi
prospectar lectinas em tecidos de M. rigida e avaliar o potencial antifungico de preparacoes

obtidas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA
2.1 Importancia da agricultura e a problematica dos pesticidas quimicos

O setor agricola tem importante papel na economia dos paises em desenvolvimento, seja
na geracdo de empregos para a populacdo, seja na exportacdo de alimentos e produtos voltados
para o cultivo de plantas (Pellegrina, 2022). No Brasil, o numero de exportagdes atingiu seu
recorde em janeiro de 2022, resultando em um faturamento de US$ 19,67 bilhdes (Governo

Federal do Brasil, 2022), evidenciando ainda mais a importancia desse setor para o pais.

Apesar do foco da agricultura no Brasil ser o comércio internacional, o consumo de
alimentos pelos brasileiros tem importante contribuicdo na produ¢do agricola no pais, pois,
além de ser o maior pais da America Latina — o que possibilita a utilizagdo de um maior
territorio para as plantagdes — possul também o mator numero populacional, logo, tem uma

populagdo que consome muito do que produz (Pellegrina, 2022).

No entanto, apesar de sua notavel influéncia no setor economico, a agricultura brasileira
causa impactos negativos na vida da populagdo e no meio ambiente, devido ao uso exacerbado
de pesticidas quimicos para prevenir e tratar as doengas nas lavouras, o que confere ao Brasil o
titulo de “maior consumidor de pesticidas do mundo™ (Gonzales, 2020). Esse titulo pde em
questionamento a qualidade dos alimentos produzidos no pais e de que forma 1sso pode afetar
a saude dos consumidores. O cultivo do meloeiro € um exemplo de cultivar de grande
importancia para o pais que faz o uso de fungicidas quimicos, os quais geram grandes

quantidades de residuos toxicos.
2.1.1 Cultura do meloeiro

O meloeiro (Cucumis melo L.) pertence a familia das cucurbitaceas, assim como a
melancia, a abobora e o pepmo. Por conta da sua capacidade de se adaptar as condigoes
tropicais, essa hortaliga-fruta possui um destaque na agricultura brasileira, principalmente na
regido Nordeste do pais (Araujo et al., 2016; Lima et al., 2017). Sua implementagdo no Brasil
ocorreu na década de 60, inicialmente em Sdo Paulo, e no Rio Grande do Sul; mas, as condi¢des
climaticas desses estados ndo foram favoraveis para o seu cultivo (Melo, 2019) e, por esse
motivo, atualmente, a regido Nordeste concentra o maior percentual da producdo de meldo no

Brasil (Agrianual, 2015).
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Existe uma demanda internacional por esses frutos, principalmente europeia. Em 2022,
cerca de 257 mil toneladas de meldes foram exportadas somente para o Reino Unido, Paises
Baixos e Espanha, sem levar em consideracdo os demais paises que importam esse fruto
(Anuario Brasileiro De Horti & Fruti, 2022). Os estados brasileiros que concentraram os
maiores numeros de producdo de meldo em 2019 foram Ceara e Rio Grande do Norte, segundo

dados do Instituto Brasileiro de Geogratia e Estatistica (IBGE).

O cultivo do meloeiro tem importante participa¢do no setor econdomico do Rio Grande
do Norte, tendo em vista que o estado possui recordes de producgdo e exportagoes do fruto. A
cidade de Mossoro, por exemplo, ¢ destaque na producdo de meldo utilizando um sistema de
irrigacdo localizado (Vanomark et al., 2018). O estudo de Lima et al. (2019) relata que o
crescimento na produ¢do do meldo € acompanhado pelo crescimento populacional nas regioes
rurais da cidade. No entanto. o cultivo do meloeiro, assim como o de outras culturas, ¢ alvo de
diversas fitopatologias que afetam a qualidade e a quantidade de sua producio. E exemplo, a
podriddao peduncular, causada por fungos do género Fusarium, no entanto as espécies F.
falciforme e F. sulawesiense se mostraram mais agressivas, quanto a infec¢do do fruto
(Nogueira et al. 2022). Pensando nisso, diversos estudos sdo voltados para a obtencdo de

alternativas para o controle de doencgas nessa cultura.
2.2 Aspectos gerais sobre Fusarium spp. e seu impacto no cultivo do meloeiro

O género Fusarium € um taxon que inclut mais de mil espécies de fungos dos mais
variados nichos ecologicos. Os seus representantes sdo comumente encontrados como
saprofitos e habitando o solo, mas a sua maior importancia economica esta relacionada as
especies fitopatogénicas. O alto grau de diversidade morfologica, fisiologica e ecologica
garante que fungos desse género ocorram em varias partes do mundo, especialmente em climas
tropicais, nos quais sdo capazes de sobreviver por um longo periodo devido a sua capacidade
de formar estruturas de sobrevivéncia, denominadas clamidosporos, {requentemente

encontradas no solo (Lazarotto, 2013).

Fungos desse género causam principalmente o apodrecimento de raizes e caules das
cultivares. Quanto ao seu mecanismo de acéo para invadir o tecido do hospedeiro, esses fungos
destroem o sistema vascular da planta, impedindo assim a passagem de nutrientes e agua para
o tecido infectado (Taylor et al , 2019). Além disso, o desenvolvimento da planta ¢ afetado

devido a producao de metabolitos fungicos, principalmente enzimas € micotoxinas, que a longo
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prazo causam a morte do hospedeiro (Gordon, 2017). O estudo de Bani et al. (2018) relata que
apos a morte do hospedeiro, o fungo migra para a superficie e produz esporos que serdao

transportados até o solo para que o ciclo infecioso reinicie.

As micotoxinas produzidas por Fusarium spp. sdo amplamente investigadas. Os estudos
quanto a esses metabolitos estdo focados nas culturas de graos (como soja, cafeé e milho), porque
a presenca dessas micotoxinas os tornam improprios para plantio e consumo devido a sua alta
toxicidade e carcinogenicidade (Bianchini et al., 2015; Lainhart, 2018). As fusarinas sdo
exemplos de micotoxinas produzidas por Fusarium spp. (produzidas por F. oxysporum e outras
especies do geénero). Essa micotoxina € um policetideo que possui quatro tipos (A, B, C e D)
bastante ocorrentes em grdos de milho, sendo o tipo C a forma mais preocupante dessa
micotoxina, por apresentar propriedades mutagénicas. A zearalenona, também denominada
toxina F-2, ¢ uma micotoxina bastante encontrada em cereais como o arroz, o trigo e a cevada.
Essa toxina causa a acidificacdo pelo bloqueio de liberacdo de H+ na planta, ocasionando na

reducdo do comprimento das raizes (Lazarotto, 2013; Perincherry et al ., 2019).

Na cultura do meloeiro, as doengas ocasionadas por espécies de Fusarium podem se
manifestar em diversos tecidos da planta: no entanto, € mais comum ocorrer a infec¢do dos
frutos no momento da colheita. O contato direto dos fungos com a regido peduncular, local
onde € feito o corte para separar o fruto da planta, promove a infec¢do no meldo (Terao et al ,
2008). As espécies F. falciforme e F. sulawesiense sdo conhecidas por causar a podriddo
peduncular em consequéncia da infec¢cdo promovida pela auséncia de esterilidade do ambiente
onde o fruto sera colhido. Esses fungos se proliferam no interior do fruto, devido a
disponibilidade de nutrientes, deixando-os improprios para comercializagdo e consumo. Isso
gera perdas significativas nas plantacdes de meloeiro, o que afeta diretamente a economia das
regides produtoras desse fruto. Por esse motivo, alternativas para o controle desses

fitopatogenos tem sido investigada.
2.2.1 Controle de fitopatogenos, desenvolvimento de resisténcia e biopesticidas

O controle de doengas em plantas é, em grande parte, baseado no uso de pesticidas
quimicos, pois eles se mostram mais rapidos no controle de pragas e fitopatologias, quando
comparados ao controle biologico, fisico e cultural (Gonzales, 2020). Para os fungos do género
Fusarium que afetam as plantacdes de meldo, atualmente, utiliza-se o fungicida comercial

Imazalil como controle quimico. No entanto, devido aos efeitos prejudiciais a saude das
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populagdes € ao meio ambiente que os residuos gerados por esse composto possuem, a
European Chemicals Agengy proibiu seu uso em alimentos exportados para a Europa (ECHA,
2023). Essa decisdo afeta diretamente a economia das regides que produzem e exportam frutos

que precisam do tratamento quimico para o controle de doencas, como o meloeiro.

Alem disso, o uso de pesticidas quimicos contribui para o desenvolvimento de novos
mecanismos de resisténcia em fitopatogenos. Existem diversos mecanismos de resisténcia que
os fungos desenvolveram aos fungicidas, como o decréscimo na permeabilidade e da atinidade
ao sitio ligacdo pelo fungicida, bem como a adaptacdo por evitamento, que ocorre quando o
fungo se adapta ao bloqueio de um determinado sitio, de tal modo que o seu metabolismo néo

dependa daquele local bloqueado (Zambolim, 2014)

Santos et al. (2021) observaram que os fungos do género Neophysopella spp.
comegaram a desenvolver resisténcia aos fungicidas utilizados nas plantagdes de uvas. Em tese,
o fungicida (Qol - Quinone oxidase Inhibitor) deveria inibir a respira¢do celular do fungo
através do sitio de ligacdo do complexo bcl, impedindo assim a transferéncia de elétrons e a
formagdo de novas moléculas de ATP. No entanto, no fungo, houve altera¢do de alguns codons

de aminoacidos, alterando o citocromo b, fazendo-o irreconhecivel ao fungicida (Santos, et al ,
2020).

Devido essas problematicas relacionadas ao uso de pesticidas quimicos, a procura por
alternativas de controle de doeng¢as, mais sustentaveis e menos prejudiciais a saude, aumentou
nos ultimos anos. Isso promoveu o surgimento dos biopesticidas, produtos naturais que podem
ser constituidos por bactérias, fungos, virus, nematoides, ou seus metabolitos, e que possuem

versatilidade no controle de doengas em plantas (Melo, Swarowsky, 2022).

Ha também biopesticidas de origem vegetal. Esses sdo uma boa alternativa para o
controle de fitopatogenos, pois suas formulagdes sdo a base de produtos naturais contendo
biomoléculas com agdo pesticida, como € o caso das proteinas que possuem propriedades
antimicrobianas (Butu, Rodino, Butu, 2022). Pensando nisso, produtos naturais provenientes
de plantas, como os metabolitos secundarios, oleos essenciais e proteinas, t€ém sido investigados
acerca de seu potencial contra fitopatogenos, tendo em vista a versatilidade nos efeitos
biologicos dessas biomoléculas (Khursheed, et al., 2022) e nos mecanismos de agdo

relacionados.

2.3 Lectinas vegetais
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O metabolismo vegetal, em resposta as demandas inerentes ao estagio de
desenvolvimento, bem como a diversos fatores abioticos e bioticos extrinsecos, produz muitas
biomoléculas com fungdes diversas, incluindo algumas associadas a mecanismos de defesa.

Entre essas moléculas de defesa, algumas podem ser proteinas da classe das lectinas (Cummings
etal., 2022).

As lectinas sdo proteinas reconhecidas por se ligarem de maneira especifica e reversivel
a carboidratos e a glicoconjugados, podendo exercer inumeras fungdes biologicas (Sharon; LIS,
1987). Essas proteinas sdo encontradas em diversas especies de diferentes taxa, no entanto, as
especies vegetais sdo as mais amplamente investigadas como fontes, em potencial, de lectinas
com propriedades de interesse para o desenvolvimento de produtos biotecnologicos, aplicados
em setores voltados a saude humana, animal e a agricultura (Konozy et al , 2022; Coninck, Van

Damme, 2021).

Assim como ocorre com outras classes de proteinas, sdo estabelecidas classificacdes e
subclassificacOes para lectinas que geralmente estdo relacionadas a quantidade de sitios
ligantes, ou seja, os locais na estrutura terciaria das biomoléculas com os quais outras moléculas

interagem e, na matoria dos casos, desencadeiam uma func¢do biologica (Cummings et al.,
2022).

Dentre as classificagdes dessas proteinas, ha a proposta com base em seus sitios ligantes
a carboidratos, sendo diferenciadas como merolectinas, que possuem apenas um sitio de ligacdo
a carboidrato; hololectinas, que possuem dois sitios de ligacdo a carboidratos de mesmo tipo:
superlectinas, que sdo denominadas dessa forma, por terem sitios distintos de ligacdes a
carboidratos de tipos diferentes; quimerolectinas que possuem, além dos sitios de ligacdo a
carboidratos, um outro sitio catalitico que desempenha uma fun¢do biologica distinta (Peumans;

Van Damme, 1995).

As lectinas vegetais possuem diversos efeitos biologicos de interesse biotecnologico,
podendo exercer atividade antimicrobiana (Fonseca et al., 2022), inseticida (Oliveira et al.,
2020), imunomoduladora (Farias et al., 2022), antitumoral (Patriota et al., 2021), dentre outros
efeitos. No caso dos fungos de interesse agricola, as lectinas geralmente afetam o crescimento

fungico atraves da inibigcdo da germinagdo dos esporos ou do crescimento micelial (Fonseca et

al., 2022).

2.4 Familia Chrysobalanaceae e género Licania

8

Digitalizado com CamScanner



Dentre a vasta biodiversidade da flora brasileira, encontra-se a familia
Chrysobalanaceae, que € constituida por 26 géneros e tem pouco mais de 530 especies
identificadas na literatura, com 330 delas presentes no territorio brasileiro (Silva; Alves, 2020).
Apesar da maior parte das espécies dessa familia estarem localizadas na regido Norte do pais -
mais especificamente na regido amazonica — o Nordeste brasileiro possut cerca de 26 % delas

em seu territorio, sendo 21 espécies endémicas dessa regido (Flora Do Brasil, 2020).

As caracteristicas morfologicas das espécies da familia Chrysobalanaceae sdo bastante
homogeéneas. Os especimes geralmente tem porte arboreo; no entanto, podem tambeém ser

arbustivos, com folhas simples e inteiras, e flores periginas com estilete ginobasico (Silva;
Alves, 2020).

O género Licania ¢ um dos géneros que compdem a familia Chrysobalanaceae e €
constituido por cerca de 213 espécies (Marques et al , 2006) distribuidas, principalmente, pelos
paises neotropicos da America do Sul (Brasil, Venezuela e Guiana) e na América Central, no
caso do Meéxico (Braca, et al , 2003). Esse género foi descrito em 1775, por Aublet, em sua

pesquisa “Histoire des plantes de la Guiane Frangoise™.

No Brasil, ha ocorréncia desse género em todas as regides do pais, especialmente no
Norte e Nordeste, onde exercem um papel importante, especialmente no setor econdmico, pois
os frutos de algumas delas sdo utilizados como matéria prima na produgdo de sabao e vernizes,

¢ a casca € usada na fabricacdo de ceramicas (Marques et al., 2006).

Atualmente, através de uma analise filogenética molecular, o género Licania fo1 revisto
(considerado altamente polifilético) e uma nova classificacdo fo1 apresentada, em que o género
Licania fo1 subdividido em 8 geéneros (incluindo Licania) (Sothers; Prance; Chase, 2016). Nesse
estudo, a familia Chrysobalanaceae ¢ apontada como sendo constituida por 16 géneros

neotropicais.

2.4 1 Microdesmia rigida (Benth.) Sothers & Prance

Popularmente conhecida como “oiticica™, Microdesmia rigida (Benth.) Sothers &
Prance (Figura 1) € a classificagdo taxondomica mais recente para a especie (Sothers; Prance;
Chase, 2016) anteriormente classificada como Licania rigida Benth., motivo pelo qual os
artigos cientificos citados nesse trabalho se referem a espécie como L. rigida, inclusive os

artigos publicados apos a divulgacgdo da nova classificagdo.
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M. rigida € uma espécie endémica e de boa distribuicdo na regido Nordeste do Brasil,
especialmente nos estados do Ceara, Rio Grande do Norte, Paraiba, Bahia e Piaui (Bezerra,
2011). Assim como a maioria das espécies do género Licania, a oiticica tem grande influéncia
no setor econdomico da regido, pois o oleo de suas améndoas pode ser extraido e utilizado na
industria de tintas de automovel e de impressoras, e vernizes, devido sua rapidez no processo
de secagem. Esse oleo também ¢é utilizado na produc¢do de sabdo e tem grande importancia para

as industrias oleoquimicas, em razao do seu alto rendimento e facilidade de extrac@o (Lisboa et
al., 2020).

Figura 1. Microdesmia rigida (Benth.) Sothers & Prance.

Fonte: Arquivo pessoal

Apesar de sua significativa influéncia no setor economico da regido em que esta distribuida,
a olticica ainda € pouco investigada quanto a sua aplicabilidade biotecnologica, que € um fator
importante para a valorizacdo da espécie. No entanto, alguns estudos foram realizados a partir
de tecidos de M. rigida e tiveram atividades biologicas relatadas, as quais sdo apresentadas na
Tabela 1.

10
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Tabela 1. Atividades biologicas de tecidos de Microdesmia rigida (Benth.) Sothers & Prance

Atividade Tecido Tipo de Referéncia
biologica vegetal preparacio Bibliografica
. ; i Luz, etal.,
Anticoagulante Folhas Extrato hidroalcoolico 2001
g i s Freitas, et al.,
Antifungica Folhas Extrato etanolico 2019
Antimicrobiano Folhas Extrato hidroalcoolico  Morais, 2022
Antioxidante Folhas Extrato hidroalcoolico Farlggﬁlf;t al,
S L : 75 Pessoa et al .,
Antioxidante Sementes Extrato hidroalcoolico 2016
s Extrato Salino (NaCl  Gomes, et al.,
Inseticida Folhas 0.15 M) 2022
. . .. Luz, etal.,
Toxicidade ausente Folhas Extrato hidroalcoolico 2021

Fonte: Elaborada pelo autor, 2023.

Freitas et al. (2019) verificaram que o extrato etanodlico das folhas da oiticica (Figura 2)
possut atividade antimicrobiana, inibindo a formacao de biofilmes por Candida sp. (Freitas et
al., 2019), e associaram essa caracteristica aos seus metabolitos secundarios, como o0s
flavonoides. Em um estudo fitoquimico, Pessoa et al. (2016) descreveu mais detalhadamente a
presenca de outros metabolitos secundarios, como taninos e outros compostos fenolicos. Ainda
neste estudo, foi identificada a presenca de atividade antioxidante e auséncia de citotoxicidade
do extrato hidroalcoolico das folhas de M. rigida. Em outro estudo, o extrato etanolico das
folhas de M. rigida também apresentou atividade anticoagulante (Luz et al., 2021), que foi
associada a presenc¢a de uma diversidade de metabolitos secundarios na constituicdo das folhas,

especialmente os flavonoides. Os flavonoides sdo conhecidos, principalmente, pelo potencial

antioxidante, devido aos radicais fenolicos que os constituem (Oliverra et al , 2006).

11
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Figura 2. Folhas de Microdesmia rigida (Benth.) Sothers & Prance.

Fonte: Arquivo pessoal

Como citado anteriormente, a améndoa do fruto de M. rigida (Figura 3) tem uma
participa¢do significativa no setor economico do semiarido brasileiro, devido ao seu alto teor
de oleos fixos que sdo utilizados em diversos setores produtivos. As améndoas apresentam entre
3.1 € 5,0 cm de comprimento, entre 1.3 e 1,7 cm de largura e entre 1.2 e 1,7 cm de espessura.
Em sua por¢do externa, apresenta coloracdo verde no tegumento, que esmaece a medida que
vai perdendo agua. Quando desidratadas, adquirem uma cor escura, o que pode estar associado

a oxidacdo dos oleos fixos quando entram em contato com o ar (Diniz et al., 2015).

Figura 3. Frutos de Microdesmia rigida (Benth.) Sothers & Prance.

Fonte: Arquivo pessoal

O inicio da utilizacdo dessas améndoas como produto comercial ndo € recente, tendo
em vista que a Brasil Oiticica S/A — industria de extragcdo e comercializacao do oleo proveniente
das améndoas de M. rigida — foi fundada em Fortaleza, Ceara, em 1934 Essa empresa foi
responsavel pela exportacdo de milhdes de dolares em produtos provenientes de M. rigida, fato
este que gerou empregos e um periodo de progresso na regido na qual a industria estava inserida

(Queiroga et al_, 2013).
12
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Os estudos sobre outras aplicabilidades biotecnologicas do fruto de M. rigida ainda sédo
escassos, apesar de sua aplicabilidade econdmica nacionalmente reconhecida. No entanto, em
um estudo de Oliverra et al. (2012), observou-se que o 6leo extraido das améndoas de M. rigida
pode ser usado como matéria-prima na produgdo de biodiesel, devido ao alto rendimento de
extracdo. Nao ha outros trabalhos na literatura que discutam a aplicagdo dessas améndoas do

ponto de vista biologico.

Considerando o potencial biotecnologico pouco explorado de M. rigida, uma espécie
endémica, amplamente distribuida no Nordeste do Brasil e de importancia industrial, esse
trabalho objetivou a prospeccdo de proteinas da classe das lectinas em M. rigida, uma vez que
as lectinas biomoleculas uteis para diversas aplicagdes biotecnologicas. Com enfoque na
problematica das fitopatologias, causadas por Fusarium spp. em plantas de interesse agricola
cultivas no Nordeste brasileiro, o trabalho objetivou também avaliar o potencial antifungico de
preparacOes obtidas de M. rigida em cepas de F. falciforme e F. sulawesiense causadores de

podriddo peduncular

13
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OBJETIVOS
3.1 Objetivo geral

e Prospectar lectinas em preparacdes obtidas de folhas e de sementes de M. rigida e
avaliar o potencial antifiingico de preparacdes obtidas de diferentes tecidos vegetais em

cepas de F. falciforme e F. sulawesiense.
3.2 Objetivos especificos

e [Estabelecer um protocolo eficiente de extracdo proteica de tecidos de M. rigida.

o C(Caracterizar as preparacodes proteicas de tecidos de M. rigida quanto a presenca de
lectinas bioativas e quanto a atividade lectinica sob diferentes condi¢des fisico-
quimicas.

e [solar uma possivel lectina a partir de fragdes proteicas.

e Verificar a a¢do antifungica de preparacdes obtidas de diferentes tecidos vegetais em

cepas de F. falciforme e F. sulawesiense.

14

Digitalizado com CamScanner



4. MATERIAIS E METODOS

O procedimento experimental foi realizado no Laboratorio de Biologia Celular e
Molecular (LABCEMOL), que faz parte do complexo de laboratorios do Centro de Ciéncias
Biologicas e da Saude (CCBS), localizado no prédio CCBS-Biociéncias I, no Campus Oeste
da Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA), bem como no Laboratorio de
Fitopatologia e Microbiologia, localizado no Prédio de Fitossanidade, no Campus Oeste da

UFERSA.

4.1. Obtencao e caracteriza¢ao das preparacoes

4.1.1 Coleta do material vegetal e processamento

Uma exsicata da espécie vegetal em estudo foi identificada no Herbario Dardano de
Andrade-Lima da UFERSA. A coleta do material vegetal para analise experimental foi
realizada no 1nicio da manhd ou ao final da tarde, evitando-se periodo de chuva. Os tecidos
coletados foram imediatamente levados ao laboratorio; os tecidos vegetais a serem analisados
foram separados, higienizados e submetidos a secagem em temperatura ambiente. Apos secos,
os tecidos vegetais foram separadamente triturados e peneirados até formarem farinhas finas,

as quais foram armazenadas a - 20 °C até o uso.
4.1.2. Preparo dos extratos brutos em NaCl 0,15 M ou em tampao citrato-fosfato

As farinhas dos tecidos vegetais em analise foram submetidas a processos de extragao
proteica (a 10 %, p/v) em NaCl 0,15 M ou em solug¢do tampao citrato-fosfato 0,1 M, pH 6.5
(preparado em NaCl 0,15 M), sob agitagdo constante durante 16 horas, em temperatura
ambiente. Em seguida, os dois extratos foram filtrados, centrifugados (a 8000 rpm, por 20
minutos, a 4 °C) e os sobrenadantes obtidos foram denominados extrato bruto de sementes em
NaCl 0,15 M (ESs), extrato bruto de folhas em NaCl 0,15 M (EFs), extrato bruto de sementes
em tampdo citrato-fosfato 0,1 M (pH 6.5) (ESt) e extrato bruto de folhas em tampéo citrato-
fosfato 0,1 M (pH 6,5) (EFt).

4.1.3. Preparo dos extratos hidroalcoolicos

Diferentes tecidos vegetais (folhas, galhos, casca da arvore, casca do fruto, sementes)
foram submetidos a extracdo hidroalcoolica, visando a extracdo de metabolitos secundarios.
Para cada tecido, 5 g da farinha fo1 misturada com 50 mL de uma solucdo de etanol a 95 % em

agua (v/v) (extragdo a 10 %, p/v). A mistura fo1 mantida em frasco ambar, sob protecdo da luz
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por 12 dias, com agitagdes curtas a cada 24 horas. Ao final da maceragdo, a mistura foi filtrada
em gaze €, em seguida, filtrada em papel filtro qualitativo. O extrato hidroalcoolico (EH), obtido

de cada tecido vegetal, fo1 armazenado a -18 °C até o uso (Oliverra et al., 2015).
4 14 Fracionamento salino e dialise

Os extratos brutos de M. rigida foram submetidos a precipitagdo proteica fracionada
utilizando sulfato de amonio em diferentes porcentagens de saturagdo (30, 30-60 e 60-90 %).
A adi¢do do sulfato de amodnio a 30 % foi feita lentamente para a completa solubilizagdo do sal.
Apos 1sso, a solucdo for mantida em agitacdo constante por 4 horas, seguida de uma
centrifugacdo (20 minutos, a 8000 rpm, a 4 °C). O pellet obtido (fragdo concentrada de
proteinas) foi solubilizado em pequeno volume de NaCl 0,15 M e o sobrenadante da
centrifugacdo fo1 submetido a saturagdo seguinte com sulfato de amonio (30-60 %); o processo

fo1 repetido até a finalizag¢do das trés saturacdes e obtencado de fragdes proteicas precipitadas.

Cada fracdo proteica obtida fo1 submetida ao processo de dialise exaustiva em
membrana semipermeavel de celulose contra a solucéo de extracdo (NaCl 0,15 M ou tampdo
citrato-fosfato 0,1 M), por diferentes periodos a depender da porcentagem de saturacdo salina
previamente utilizada para obtencdo das fracoes (trés horas para a fracdo obtida por saturagcdo
a 30 %, cinco horas para a fragdo obtida por saturag¢do a 60 % e nove horas para a fragcdo obtida

por saturagdo a 90 %).
415 Ensaio de atividade hemaglutinante

Em placas de microtitulac@o, cada preparagdo em analise fo1 submetida a uma diluigdo
seriada em NaCl 0,15 M; em seguida, uma suspensdo de eritrocitos glutarizados (a 2.5 %, v/v)
em NaCl 0,15 M (Binget al ., 1967) fo1 adicionada em todos 0s pogos do ensaio. Apos incubagao
por 45 minutos, em repouso, o titulo da atividade hemaglutinante (AH) fo1 determinado como
o mverso da maior diluicdo que apresentou total aglutinagdo (Correia; Coelho, 1995). Cada
preparagdo fo1 ensaiada com diferentes eritrocitos humanos (sistema ABO). A AH especifica

(AHE) fo1 determinada como a AH dividida pela concentracdo proteica (em mg/mL)

4.1.6. Dosagem proteica

A estimativa de proteinas das preparacdes foi realizada (Lowry et al., 1951), utilizando

albumina sérica bovina para construir uma curva padrdo com valores compreendidos entre

31,25 e 500 pg/mL.
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4 1.7 Caracterizagdo da atividade lectinica na presenga de carboidratos

Em placas de microtitulagdo, cada preparacdo em analise foi submetida a dilui¢des
seriadas em solugdes de carboidratos (concentragdes entre 25 € 200 mM) preparadas em NaCl
0,15 M; os ensaios foram incubados por 15 minutos em repouso e, em seguida, uma suspensao
de eritrocitos glutarizados em NaCl 0,15 M (a 2.5 %, v/v) fo1 adicionada em todos os pogos de
cada ensaio. Apos nova incubagao por 45 minutos em repouso, o titulo da AH fo1 determinado.
A mibigdo total, parcial, ou auséncia de mibi¢gdo da AH de cada preparagdo por carboidratos foi
determinada pela comparagdo com o titulo da AH em NaCl 0,15 M, utilizando a mesma

suspensao de eritrocitos (Correia; Coelho, 1995).
418 Efeito da variagdo da temperatura na atividade lectinica

As preparagdes foram incubadas em temperaturas variando de 30 a 90 °C, por 30
minutos. Apos incubacdo, as preparacOes foram resfriadas até a temperatura ambiente e
submetidas a ensaios de AH. A variacdo da AH de cada preparacdo em consequéncia da pre-

incubacdo em cada temperatura fo1 determinada pela comparagdo com o titulo da AH em NaCl
0,15M, a20°C.

4.19. Efeito da variacdo do pH na atividade lectinica

As preparacgoes foram incubadas com solugdes tampdo em diferentes valores de pH
compreendidos entre 4.5 e 9 (utilizando volumes iguais de preparacdo e solugdo tampdo), por
30 minutos. Apos incubagao, as preparagdes foram submetidas a ensaios de AH. A variagdo da
AH de cada preparacdo em consequencia da pré-incubagdo em cada valor de pH fo1 determinada
pela comparacdo com o titulo da AH (da preparagdo diluida de forma equivalente) em NaCl
0,15M

4.1.10. Cromatografia para isolamento de lectina

As preparagoes selecionadas (considerando AH, AHE, bom rendimento em termos de
volume e proteina total, afinidade a carboidratos) foram submetidas a métodos cromatograficos
de afinidade (utilizando gel de Guar e quitina) e de exclusdo molecular (utilizando Sephadex®
G-75). Em cada processo, a coluna cromatografica foi pré-equilibrada com o tampdo de
extracdo e a cromatografia fo1 mantida sob fluxo continuo (20 mL/h), com coleta de fracdes (2
mL/6 mimn) até o final do processo. As fracdes coletadas foram monitoradas por

espectrofotometria (UV, absorbancia a 280 nm) e ensaios de AH. Apos o equilibrio da coluna,
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a preparacdo em analise foi1 aplicada e o material ndo adsorvido foi coletado até que a
absorbancia fosse nula; em seguida, uma solu¢do adequada (solucdo de carboidrato, NaCl 1 M,
acido acético 1 M ou outra, conforme caracteristicas da matriz e do processo cromatografico)
fo1 utilizada para a eluicdo de possiveis proteinas adsorvidas. Pools cromatograficos foram
submetidos a dialise exaustiva, quando necessario, a ensaios de AH e a estimativa proteica para

a determinacdo da AHE.
4.2. Teste de atividade antifungica

Duas espécies de fungo do género Fusarium (F. falciforme, CML 4175, GenBank
MT476611 e F. sulawesiense, CLM 4176, GenBank MT476613) foram selecionadas para
avaliar o potencial antifungico das amostras obtidas dos tecidos de M. rigida. Inicialmente, em
um ensaio piloto, foram avaliadas todas as preparagdes obtidas de folhas e de sementes (extratos
em NaCl 0,15 M e fragdes proteicas; extratos em tampdo citrato-fosfato 0.1 M e fracdes
proteicas; extratos hidroalcoolicos), também foram avaliados os extratos hidroalcoolicos (em
etanol a 95 %, v/v) de outros tecidos vegetais (galhos, casca da arvore, casca do fruto). A partir
dos resultados obtidos no ensaio piloto, preparagdes obtidas de folhas e de sementes foram

selecionadas para o teste a ser realizado com as devidas replicatas e repetigdes independentes.

Cada preparacao selecionada foi esterilizada em microfiltro PVDF (0,20 um), seguida
da inoculagdo de 100, 250 ou 500 uL das preparagdes vegetais, por espalhamento com al¢a de
Drigalski, em toda a superficie do meio de cultura (35 mL de meio BDA suplementado com
estreptomicina) em placa de Petr1 (90 mm x 15 mm). Como controle negativo, foram utilizados
100 pL das solugdes de extragdo das preparacdes (tampao citrato-fosfato 0.1 M, pH 6.5; etanol

a 95 %) e, como controle positivo, fo1 utilizado 100 pL. do fungicida Magnate® (Imazalil).

Apos a aplicacdo das amostras e dos controles, os discos miceliais (5 mm de didmetro)
foram introduzidos sobre o meio de cultivo, no centro das placas de Petr1 que, em seguida,
foram mantidas a 28 = 2 °C em estufa incubadora tipo “demanda bioquimica de oxigénio™
(B.O.D.). As placas foram observadas diariamente, até o crescimento fungico total nas placas
do controle negativo (THAO et al., 2021), o que durou 10 dias para F. falciforme e 22 dias para
F. sulawesiense. Todo o experimento fo1 realizado em triplicata, com cinco repetigdes para cada
amostra. Para avaliar a potencial mibi¢do do crescimento fungico, foir utilizada a formula
descrita por Oliveira et al (2020), mostrada abaixo, na qual, IC ¢ referente ao percentual de

inibicdo de crescimento; DT ¢ a média do diametro de crescimento do fungo que foi submetido
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ao tratamento com as amostras ou com o controle positivo; por fim, DC representa a media do
diametro de crescimento do fungo que fo1 submetido ao tratamento com as solucdes para o

controle negativo de inibigdo do crescimento (grupo tratado com solugdes de extrac¢do).

IC (%) = (DC-DT) ¥ 100 -
0 DC Equacéo (1)

4.3. Analise estatistica

Os resultados obtidos nos testes antifingicos foram tabulados em planilha do Excel e
suas medias e desvios padroes foram calculados. Testes de Shapiro-Wilk e Levene foram
executados para analise de normalidade e homogeneidade de variancias, respectivamente. Uma
ANOVA fo1 executada para analise de variancia, seguida de teste de Tukey para comparagao
das médias dos grupos amostrais, considerando um nivel de 5 % de significancia. Todos os

testes estatisticos foram executados no software JAMOVIL
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

Poucos trabalhos relatam a diversidade e aplicagdes biotecnologicas dos constituintes
moleculares de M. rigida. Os potenciais antioxidante e antimicrobiano, bem como a auséncia
de citotoxicidade, ja sdo comprovados (Batista et al , 2022, Morais, 2022). Além disso, Pessoa
et al. (2016) revelaram o potencial antioxidante do extrato hidroalcoolico das sementes de M.
rigida. Nesse sentido, este trabalho tem sido pioneiro em avaliar a presenca de lectinas e o

potencial contra fitopatogenos de diferentes preparacdes de M. rigida.

Para avaliacdo da atividade lectinica em folhas e sementes de M. rigida, dois protocolos
de extragdo foram utilizados. No primeiro deles, as extragdes foram realizadas com NaCl 0,15
M (EFs e ESs). no segundo método, foi1 utilizado tampdo citrato-fostato 0,1 M, pH 6.5,
preparado em NaCl 0,15 M (EFt e ESt). A finalidade da extracdo de proteinas com os dois tipos
de solucdes contendo sal em baixa molaridade foi avaliar a eficiéncia na obtengdo e
estabilizacdo das proteinas solubilizadas, tendo em vista que eventuais desnaturagdes de
possiveis lectinas presentes nas preparacOes impediriam a deteccdo da sua atividade. Além
disso, foram preparadas fracdes proteicas, a partir de ambos os extratos, com adi¢gdo de sulfato
de amonio em diferentes saturagdes, o que auxiliou na caracteriza¢do do contetdo proteico dos

extratos brutos devido ao aumento da concentracao proteica.

Todas as amostras apresentaram elevados titulos de AH quando testadas com eritrocitos
humanos (sistema ABO). A Tabela 2 mostra que, dentre as preparagdes obtidas das folhas de
M. rigida, o EFs apresentou o maior titulo de AHE; dentre as amostras de sementes, a ESt-F2
revelou maior titulo de AHE. As fra¢Oes proteicas de ambos os extratos (EFs e EFt) revelaram
AH elevada e apresentaram baixa varia¢do nos titulos AH quando houve alternancia no tipo de
eritrocito utilizado, o que pode indicar que lectinas presentes nas amostras possuem baixa

especificidade quanto aos residuos de carboidratos presentes na superficie dessas células.

Os eritrocitos humanos (sistema ABO) sdo diferenciados uns dos outros quanto aos
antigenos presentes na membrana celular. O antigeno H, que € um complexo formado por varios
monossacarideos, esta presente em todos os tipos de eritrocitos do sistema ABO, no entanto,
sao as modificagdes (adicdo de outros monossacarideos) em sua estrutura que definem qual a
tipagem sanguinea de um individuo. No caso dos eritrocitos tipos A e B, ha adigdo de um

residuo de N-acetilgalactosamina e D-galactose, respectivamente. Ja os eritrocitos tipo AB
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possuem ambas as modificacdes no antigeno H, diferentemente do tipo O que ndo possui

nenhuma modificacdo nesse mesmo antigeno (Mattos, 2016; Rizzo et al , 2014)

Tabela 2. Concentragéo proteica e atividade hemaglutinante especifica (AHE) das

amostras obtidas de Microdesmia rigida (Benth ) Sothers & Prance

Folhas

Amostra Tipo de eritrocito Concentracio proteica (mg.mL') AHE (AH.mg.mL")

EFs A 16,71 31.375,70
EFs-F1 A 2045 50,07
EFs-F2 O 25,66 319.25
EFs-F3 AB 2961 138.33

EFt B 10,84 1.511.43
EFt-F1 A 13,87 73,82
EFt-F2 B 30,12 271,97
EFt-F3 AB 31,78 25171

Sementes

Amostra  Tipo sanguineo  Concentracio proteica (mg.mL1) AHE (AH.mg.mL-)

ESs A 38,64 13.570,18
ESs-F1 A 13,12 2.497.,56
ESs-F2 B 6,25 5.243.37

ESt B 33,21 15.787,05
ESt-F1 B 13,10 5.004,10
ESt-F2 B 9,97 26.301,04

AHE = AH-1 / mg/mL (titulo da atividade hemaglutinante dividido pelo teor proteico, em
mg/mL). EFs: extrato bruto de folhas em NaCl 0,15 M. EFs-F1, EFs-F2 e EFs-F3: fracoes
proteicas de folhas de M. rigida, obtidas, respectivamente, por saturacdes do extrato bruto em
NaCl 0,15 M com sulfato de amonio a 30 %, 30-60 % e 60-90 %, seguidas de dialise. EFt:
extrato bruto de folhas em tampdo citrato-fosfato 0,1 M (pH 6.5). EFt-F1, EFt-F2 e EFt-F3:
fracdes proteicas de folhas de M. rigida, obtidas, respectivamente, por saturagdes do extrato
bruto em tampdo citrato-fosfato 0,1 M (pH 6.5) com sulfato de amonio a 30 %, 30-60 % e 60-
90 %, seguidas de dialise. ESs: extrato bruto de sementes em NaCl 0,15 M. ESs-Fle ESs-F2:
fracdes proteicas de sementes de M. rigida, obtidas, respectivamente, por saturagdes do extrato
bruto em NaCl 0,15 M com sulfato de amonio a 60 % e 60-90 %, seguidas de dialise. ESt:
extrato bruto de sementes em tampdo citrato-fosfato 0,1 M (pH 6.5). ESt-F1 e ESt-F2: fracoes
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proteicas de sementes de M. rigida, obtidas, respectivamente, por saturagdes do extrato bruto

em tampao citrato-fosfato 0,1 M (pH 6,5) com sulfato de amonio a 60 % e 60-90 %, seguidas
de dialise.

Logo, considerando que os eritrocitos utilizados no teste de AH possuem padroes de
glicosilagdes diferentes em seu glicocalix, supde-se que na presenca de lectinas bioativas nas
preparacoes obtidas das folhas de M. rigida, os titulos de AH apresentariam uma maior variacao
quando o tipo de eritrocito testado fo1 alternado. Além disso, a alta concentragdo de metabolitos
secundarios nesse tecido, como compostos fenolicos e flavonoides (Morais et al., 2022), pode
incluir os taninos, que podem indiretamente nibir lectinas devido a sua complexacdo com ions
metalicos importantes para a ativagdo de algumas dessas proteinas (em casos de lectinas
dependentes de ions) ou at¢ mesmo causar hemolise, que visualmente assemelhasse a AH — e,

por 1sso, podem dificultar a detecgdo da atividade lectinica (Deng et al ., 2019).

As preparacdes obtidas das sementes de M. rigida também apresentaram elevados
titulos de AH com eritrocitos humanos. No entanto, diferentemente das amostras obtidas das
folhas, as preparacdes de sementes revelaram uma maior variagdo nos titulos de AH quando
houve alternancia no tipo de eritrocito testado. Como fo1 discutido anteriormente, essa diferenca
entre os titulos de AH pode indicar as diferentes especificidades de lectinas em diferentes
amostras um ou mais tipos de carboidratos presentes na membrana dos diferentes eritrocitos.
Na literatura, ha relatos de lectinas vegetais que possuem ligacao especifica com eritrocitos de
apenas um tipo sanguineo humano, como € caso da lectina de Phaseolus limenses, que possui
especificidade para eritrocitos do tipo A, ou a lectina de Bandeiraea simplicifolia que se liga
especificamente a eritrocitos do tipo B (Boyd:; Reguera, 1949; Makela; Makela, 1956). Essas

informacgdes corroboram a hipotese da presenca de lectinas nas sementes de M. rigida.

A estimativa proteica revelou alto teor proteico em todas as preparagoes obtidas, com
destaque para as fragoes proteicas das folhas, obtidas a partir de ambos os tipos de protocolo de
extracdo (Tabela 2). No entanto, sugere-se que, além das proteinas, haja presenca de diversas
outras moléculas, como carboidratos, lipideos e compostos fenolicos que podem atuar como
interferentes no método utilizado para a quantificagdo proteica (Peterson, 1979), contribuindo

para estimativas proteicas elevadas.

As fragOes proteicas obtidas das sementes apresentaram uma dosagem de proteinas mais
baixa, quando comparadas com as fra¢oes proteicas das folhas. Esse resultado sugere que a

precipitagdo de proteinas foi1 eficiente na obten¢do de fragdes proteicas com prevaléncia de
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contetdo proteico e com baixa quantidade de interferentes, ou seja, outras moléculas que ndo

sdo proteinas. Essa hipotese fo1 corroborada quando calculado o titulo de AHE das amostras.

Para a determinag¢do da AHE, foi considerado o titulo mais elevado de AH apresentado
por cada prepara¢do, o que variou quanto ao tipo de eritrocito utilizado. As preparacoes
proteicas obtidas de sementes apresentaram valores de AHE bem mais elevados, quando
comparadas com as fragdes proteicas obtidas a partir das folhas. A elevada AHE das fracoes
proteicas de sementes indica a eficiéncia do protocolo de purificagdo parcial de lectinas de
sementes de M. rigida pelo método de fracionamento salino. Além disso, os valores baixos da
AHE nas amostras de folhas, corroboram a hipotese da presenga de outras moléculas ndo

proteicas, interferentes no metodo de quantificacéo utilizado.

Com base nos valores de AHE de todas as preparacoes, aquelas obtidas das sementes,
por apresentarem AHE elevada, foram selecionadas para outras analises de caracterizacdo da
atividade lectinica, bem como para processos cromatograficos objetivando uma possivel

purificagdo lectinica.

No teste de inibi¢do de AH, os carboidratos D-glicose, D-manose ou D-galactose ndo
promoveram inibi¢do total ou parcial de AH das fragdes proteicas. E possivel que lectinas
presentes nas prepara¢des possuam especificidade a outros tipos de monossacarideos ndo

testados ou, ainda, apresentem afinidade por oligossacarideos complexos.

Na avaliag¢do do efeito da temperatura sob a AH das preparacdes das sementes (Figura
4A e 4B), fo1 verificado que todas mantiveram a atividade de aglutinagdo de eritrocitos, mesmo
em temperaturas muito elevadas (100 °C); no entanto, o extrato bruto em tampao citrato-fosfato
0,1 M e as fracdes obtidas a partir desse extrato (Figura 4B) apresentaram titulos de AH mais
elevados em altas temperaturas do que as preparagoes em NaCl 0,15 M (Figura 4A) , indicando

que o tampdo auxiliou na estabiliza¢do da atividade hemaglutinante de possiveis lectinas.

Apesar da AH ter sido mantida apos incubac¢do em todas as temperaturas testadas, foi
também observado um decréscimo significativo nos titulos de AH em fun¢do do aumento da
temperatura, o que, do ponto de vista biologico € coerente pois, geralmente, as proteinas sao
desnaturadas em altas temperaturas em razdo das mudancgas na sua conformacdo tridimensional

(Davis & Williams, 1998).
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Figura 4. Influéncia da variacdo de temperatura e pH na AH das amostras obtidas de sementes

de Microdesmia rigida (Benth ) Sothers & Prance.
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Avaliacdo do efeito da variacdo de temperatura e pH na AH das amostras preparadas em NaCl
0,15 M (A e C, respectivamente) e em tampdo citrato-fosfato 0,1 M, pH 6.5 (B e D,
respectivamente) obtidas das sementes de M. rigida. AH™": Titulo de atividade hemaglutinante.
ESs: extrato bruto de sementes em NaCl 0,15 M. ESs-F1 e ESs-F2: fracdes proteicas de
sementes de M. rigida, obtidas, respectivamente, por satura¢des do extrato bruto em NaCl 0,15
M com sulfato de amonio a 60 % e 60-90 %, seguidas de dialise. ESt: extrato bruto de sementes
em tampao citrato-fosfato 0,1 M (pH 6.5). ESt-F1 e ESt-F2: fragdes proteicas de sementes de
M. rigida, obtidas, respectivamente, por saturacdes do extrato bruto em tampao citrato-fosfato
0,1 M (pH 6.,5) com sulfato de amonio a 60 % e 60-90 %. seguidas de dialise.

Proteinas que apresentam estabilidade total ou parcial de sua estrutura nativa em altas
temperaturas sao classificadas como termoestaveis (Bischof; He, 2005). Logo, esse conceito se
aplica ao conteudo lectinico encontrado nas preparagdes proteicas obtidas das sementes de M.

rigida, pois a presenga de AH em amostras que foram expostas a temperaturas elevadas,
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consideradas desnaturantes para muitas proteinas, indica que lectinas presentes nessas amostras
mantiveram seus sitios de ligacdo a carboidratos ativos, o que implica dizer que mantiveram

sua conformacdo nativa, podendo ter sofrido apenas uma desnaturacdo parcial.

Na literatura, ha inumeras lectinas que sdo classificadas como termoestaveis; por
exemplo, as lectinas que foram isoladas do floema de diversas espécies de Cucurbitaceae
apresentaram estabilidade em sua estrutura nativa, mesmo quando foram submetidas a um
tratamento térmico a 80 °C (Swamy. Mondal, 2023) Ha também a lectina de sementes de
Apuleia leiocarpa (ApulSL), que manteve sua atividade hemaglutinante mesmo quando tratada
termicamente a 100 °C (Carvalho et al ., 2015). Portanto, esses dados fortalecem a hipotese da

presencga de lectinas termoestaveis em sementes de M. rigida.

Além da avahiacdo do efeito da temperatura sobre a AH, também foi analisada a
estabilidade da atividade lectinica em diferentes faixas de pH. Assim como as temperaturas
elevadas, o potencial hidrogenionico (pH) muito acido ou muito basico pode promover a
desnaturacdo de proteinas atraves da desestabilizacdo das interagdes entre as cadeias laterais
dos aminoacidos, € nos grupos terminais amino e carboxil, promovendo a perda parcial ou total
das fung¢des biologicas (Dumetz et al., 2008). No caso das lectinas, quando a variagdo de pH
promove a desnatura¢do dos sitios de ligagdo a carboidratos (CRD, do inglés carbohydrate
recognition domain), 1sso afeta diretamente a detec¢do da atividade lectinica pelo teste de AH

ou qualquer outro método de detec¢do que demande a lectina em sua conformag¢do nativa.

Todas as amostras revelaram elevada AH em todos os valores de pH testados. As
preparagdes em NaCl 0,15 M (Figura 4C) apresentaram titulos de AH mais elevados entre pH
6.5 e 8,5, a depender da preparagdo. As preparacdes em tampdo citrato-fosfato 0,1 M (pH 6,5)
(Figura 4D) apresentaram AH otimaem pH 7 e 7.5, e o ESt revelou otima AH numa faixa maior
de pH, entre 6,0 € 7.5, contribuindo novamente com a hipotese de que o tampdo mantém as
lectinas, presentes nas amostras, menos suscetiveis a desnaturacdo em decorréncia de condigdes

fisico-quimicas que podem causar perda de estabilidade estrutural.

Ha diversos relatos sobre lectinas que sdo capazes de promover hemaglutinacdo em uma
larga faixa de pH. A lectina de Phaseolus vulgaris, por exemplo, consegue aglutinar eritrocitos
mesmo entre pH 1,0 e 3,0 e, além disso, consegue restaurar sua estrutura nativa quando o meio

¢ reajustado para pH 7.2, evidenciando a versatilidade dessas proteinas (Sun et al.. 2020). Outro
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exemplo € a lectina das sementes de Parkia panurensis, que apresenta AH entre pH 5,0 e 10,0.
(Cavada et al., 2020).

Todas as fracdes proteicas foram analisadas quanto ao seu perfil cromatografico
utithizando suporte de quitina, Sephadex G-75 e gel de Guar. Todas as amostras (exceto ESt-F1,
quando cromatografada em quitina) parecem ter apresentado uma forte interagdo com os
suportes cromatograficos ou, ainda, a sensibilidade de proteinas aos processos pode ter causado
precipitacdo proteica quando em contato com os suportes, ndo sendo obtidos quaisquer pools
proteicos. No entanto, na cromatografia de ESt-F1 em quitina (Figura 5), um pool de material
ndo adsorvido fo1 coletado (AH ausente) e, em seguida, um pool de material adsorvido foi
eluido com acido acético 1 M; apos dialise, o adsorvido revelou AH (AH: 16™") e uma estimativa
proteica de 7,2 ng/mL, apresentando AHE elevada (AHE: 2.211,38), o que indica a presenga

de lectina com afinidade a quitina.

Figura 5. Cromatografia em quitina da fra¢do proteica de sementes de Microdesmia rigida
(Benth ) Sothers & Prance, obtida por saturacdo do extrato bruto em tampao citrato-fosfato 0, 1

M (pH 6.5) com sulfato de amo6nio a 60 %, seguida de dialise (ESt-F1).
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Muitas lectinas vegetais ja foram isoladas por cromatografia em suporte de quitina,

utilizando eluicdo com acido acético 1 M, como, por exemplo, a PgTel., a lectina de sarcotesta
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de Punica granatum. Essa lectina possui mumeros efeitos biologicos de interesse
biotecnologico, como a atividade antibacteriana contra bactérias patogénicas humanas (Silva et
al.,2016; Silvaetal , 2019). A WSMol, a lectina das sementes de Moringa oleifera soluvel em
agua (Water soluble Moringa oleifera lectin), € outro exemplo de lectina vegetal que fo1 1solada
por cromatografia em suporte de quitina e eluida com acido acético 1 M. Diversos trabalhos
com essa lectina revelaram que ela possui efeito antibacteriano, nematicida e inseticida (Moura

etal., 2015; Medeiros et al., 2018; Coelho et al., 2009).

Todos os resultados relacionados a prospeccdo de lectinas corroboram a hipotese de que
ha lectinas bioativas em sementes de M. rigida, com habilidade para reconhecer glicanos da
superficie de diferentes eritrocitos humanos, com estabilidade funcional a alteragdes na

temperatura e no pH e com afinidade a quitina.

Nos ensaios para avaliagdo das preparagoes obtidas de sementes de M. rigida quanto ao
potencial antifungico sobre os fungos fitopatogénicos de importancia agricola, foram
selecionadas e utilizadas duas espécies do género Fusarium (F. falciforme e F. sulawesiense),
que representam um dos géneros mais importantes no cultivo de plantas frutiferas, como o

meloeiro.

Com o ensaio piloto, fo1 verificado que preparagdes obtidas de folhas e de sementes
apresentaram um potencial antifungico e, por 1sso, esses tecidos foram selecionados para o teste
a ser realizado com as devidas replicatas e repeti¢cdes independentes. Todas as preparacoes
obtidas de folhas e de sementes foram avaliadas (extratos em NaCl 0,15 M e fra¢des proteicas;
extratos em tampdo citrato-fosfato e fracdes proteicas; extratos hidroalcoolicos); apenas o

extrato hidroalcoolico obtido de sementes apresentou agdo antifungica significativa.

A Figura 6 revela que o extrato de sementes de M. rigida em tampao citrato-fosfato, as
fracOes proteicas obtidas a partir desse extrato (ESt, ESt-F1 e ESt-F2), bem como o extrato
hidroalcoolico, promoveram algum efeito sobre o crescimento 1n vitro de pelo menos uma das
especies de fungos testadas. O extrato hidroalcoolico (250 e 500 ul) revelou um papel
fungistatico significativo sobre os dois fitopatogenos, quando comparado com os grupos de
controle negativo (a menor dose, 250 ul, promoveu inibi¢cdo de 17,02 % e 19.56 % do
crescimento de F. falciforme e de F. sulawesiense, respectivamente). O tempo de crescimento
total dos grupos controle negativo (CN1) foi de 10 e 22 dias, para F. falciforme e o F.

sulawesiense, respectivamente, quando os dados foram coletados.
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Figura 6. Percentual de inibi¢gdo do crescimento de Fusarium falciforme e de Fusarium
sulawesiense in vitro pelas amostras obtidas de sementes de Microdesmia rigida (Benth.)
Sothers & Prance, apos 10 e 22 dias de incubacao, respectivamente.
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CP: controle positivo, 100 pL. do fungicida Magnate® (Imazalil). CN1: controle negativo sem
tratamento. CN2: controle negativo com 100 ul. de tampao citrato-fosfato 0,1 M, pH 6,5 . CN3:
controle negativo com 100 uL de etanol a 95%. ESt: extrato bruto de sementes em tampao
citrato-fosfato 0,1 M (pH 6.,5). ESt-F1 e ESt-F2: fracdes proteicas de sementes de M. rigida,
obtidas, respectivamente, por saturacdes do extrato bruto em tampao citrato-fostato 0,1 M (pH
6.5) com sulfato de amonio a 60 % e 60-90 %, seguidas de dialise. Fo1 aplicado 100 ul. de ESt,
ESt-F1 e ESt-F2 sobre o meio de cultivo, por espalhamento. EH100, EH250 e EH500: 100, 250
e 500 puL, respectivamente, de extrato hidroalcoolico de sementes de M. rigida aplicado sobre
o meilo de cultivo, por espalhamento. Letras diferentes significam diferenca estatistica
considerando p>0,05.

No entanto, as placas de cultivo com os grupos de tratamento foram mantidas sob
incubacdo, para avaliar o crescimento total dos fungos submetidos a presenca das preparacdes.
Apos mais 10 dias de incubagdo, os fungos cultivados em meios tratados com 100 uL. do extrato
em tampdo, com 100 uL das fra¢oes proteicas (ESt, ESt-F1 e ESt-F2) ou com 100 uL de extrato
etanolico (EH100) apresentaram crescimento total na placa, indicando que o seu efeito
fungistatico ndo fo1 permanente. No entanto, os fungos que foram cultivados em meios tratados
com 250 ou 500 puL do extrato hidroalcoolico (EH250 e EHS500, respectivamente) ndo
apresentaram crescimento total na placa, mesmo apos mais 25 dias de incubacgao, indicando que
o crescimento micelial fo1 inibido pelas amostras avaliadas, mesmo havendo disponibilidade de

nutrientes no meio.
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A extracdo com solventes organicos apresenta, de forma geral, melhor eficiéncia na
obtencdo de moléculas produzidas pelo metabolismo secundario das plantas, como compostos
fenolicos, terpenos e alcaloides. Esses compostos podem promover inumeros efeitos biologicos,
como antimicrobiano, antiparasitario e inseticida, tornando-os boas alternativas para o controle
de fitopatogenos e de pragas agricolas (Jones; Kinghorn, 2012; Zaynab et al., 2018). Acredita-
se que, devido a maior concentracdo de metabolitos secundarios no extrato etanolico, alguns
desses compostos podem ter promovido a estabilizacdo do crescimento 1n vitro dos fungos. O
trabalho de Faras et al. (2013) comprovou que ha presenca de compostos fenolicos, como

taninos e flavonoides, no extrato hidroalcoolico de sementes de M. rigida.

Trabalhos tém mostrado que certos metabolitos secundarios em extratos vegetais tém
relacdo com atividade antifungica. Chahal et al. (2021) verificaram que a presenga de bioativos
do metabolismo secundario no extrato etanolico de folhas de Agerarum conyzoides promovem
um efeito fungicida em fungos do género Fusarium. Similarmente, o estudo de Schoneberg et
al (2018) reporta o efeito fungistatico de compostos fenolicos comerciais em espécies de

Fusarium que atuam como fitopatogenos em cereais.

Os dados coletados no teste antifiingico indicam que o extrato hidroalcoolico de
sementes de M. rigida, rico em compostos fenolicos (conforme ja descrito por Farias et al.,
2013), fo1 capaz de promover um efeito fungistatico nas espécies do género Fusarium testadas.
Outras analises sdo necessarias para determinar quais compostos foram responsaveis por

desencadear tal efeito.
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6. CONSIDERACOES FINAIS

M. rigida é uma espécie vegetal endémica do semiarido brasileiro que fo1 amplamente
explorada pelas industrias de sabdo e verniz, devido ao alto teor de oleos fixos em suas
sementes. Além disso, ha relatos do uso dessa planta na medicina popular, principalmente para
o tratamento de diabetes. No entanto, ndo ha trabalhos que relatem a presenca de lectinas em

tecidos de M. rigida

Todas as preparacdes proteicas obtidas de folhas e de sementes de M. rigida
apresentaram elevados titulos de AH. Os extratos e fragdes proteicas de sementes apresentaram
elevada AHE. por i1sso, foram selecionadas para maior caracterizacdo. Nenhuma das
preparagdes de sementes teve a AH inibida por carboidratos simples. Todas as preparacgoes de
sementes foram capazes de aglutinar eritrocitos, mesmo em temperaturas consideradas
extremas para a maioria das proteinas (a 100 °C). Além disso, as preparag¢des revelaram
estabilidade ao apresentarem AH em ampla faixa de pH, com titulos de AH 6tima em faixa de

pH proximo da neutralidade.

A cromatografia de ESt-F1 em quitina resultou em um pool de material ndo adsorvido
(sem AH) e um pool de material adsorvido, eluido com acido acético 1 M. Apos eluigcdo e
dialise, o pool cromatografico revelou AH e teor proteico, com uma AHE elevada. Os demais
processos cromatograficos revelaram que as proteinas presentes nas fragodes, possivelmente,
tiveram uma forte interacdo com os suportes utilizados (quitina, Sephadex G-75 e goma guar).

ou precipitaram em contato com 0os mesmos, ndo sendo obtidos pools proteicos.

Os dados sugerem que M. rigida possul, em suas sementes, lectinas termoestaveis e
estaveis a variagdo de pH, com alta afinidade a glicoconjugados da membrana de eritrocitos do

sistema ABO e a quitina.

Quando as preparacgdes de sementes foram avaliadas quanto ao potencial antifingico, o
extrato hidroalcoolico promoveu 1nibigdo significativa do crescimento micelial in vitro de F.
falciforme e F. sulawesiense. O efeito fungistatico nas amostras hidroalcoolicas e a auséncia
deste nas preparagoes em tampao citrato-fosfato sugerem que os compostos responsaveis por
tal efeito sd@o provenientes do metabolismo secundario de M. rigida, com destaque para oS

compostos fenolicos, como os taninos e flavonoides.
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Os dados obtidos nesse estudo revelam que bioprodutos provenientes do metabolismo
primario € secundario de M. rigida possuem efeitos biologicos que podem ser mais bem
explorados do ponto de vista biotecnologico, contribuindo assim para o desenvolvimento de

novos produtos biotecnologicos e para a valorizagdo da espécie.
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