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RESUMO

A resisténcia bacteriana aos antibioticos € um dos exemplos mais visiveis da evolugéo
bioldgica contemporanea, resultado das pressdes seletivas promovidas pela diversidade e
concentracdo de antibidticos utilizados. O uso desenfreado de antibidticos levou a geragdo de
uma série de cepas bacterianas resistentes aos mais fortes exemplos de antibioticos, e isso ja
se tornou uma grande preocupacgdo para a sociedade médica. Para a agricultura, a presencga nas
lavouras de fungos fitopatdgenos resistentes aos fungicidas esta relacionada a grandes perdas
econémicas com a destruicdo de plantagdes. Desse modo, a detecgdo e bioprospeccdo de
novas moléculas com acdo antimicrobiana se tornou uma area de pesquisa atual e necessaria
para o desenvolvimento de novas estratégias de controle de microrganismos patdgenos
resistentes aos antibioticos ja presentes no mercado. Combretum leprosum Mart.
(Combretaceae), também conhecida como mufumbo ou carne-de-vaca, € uma espécie vegetal
de grande importancia etnofarmacoldgica; seus tecidos sdo utilizados na medicina popular
para tratar diversas enfermidades. Além dos efeitos bioldgicos de metabdlitos secundarios da
planta j& bem caracterizados, a presenca de lectinas bioativas em folhas de C. leprosum foi
previamente descrita. Devido suas propriedades de ligacdo reversivel e especifica a
carboidratos, essas proteinas promovem acdes bioldgicas variadas sobre células. O objetivo
desse estudo foi caracterizar a atividade lectinica e investigar o potencial antimicrobiano de
fracdes proteicas obtidas a partir de folhas de C. leprosum. As folhas de C. leprosum foram
submetidas a trituracdo, extracdo em NaCl 0,15 M, fracionamento proteico (por saturagao
com sulfato de aménio a 30 %, 30 - 60 % e 60 - 90 %) e dialise exaustiva das fracOes
proteicas. As amostras obtidas, extrato bruto (EB) e fracbes proteicas (F1D, F2D e F3D,
obtidas a partir das saturacdes salinas e, em seguida, dialisadas) foram avaliadas quanto a
concentracdo proteica (pelo método de Lowry et al., 1951), presenca de lectinas bioativas (por
ensaios de atividade hemaglutinante, AH), ensaios de inibicdo da AH (utilizando
carboidratos) e estabilidade da atividade lectinica em condi¢des variaveis de temperatura e
pH. Fracbes proteicas foram aplicadas em colunas cromatograficas de afinidade, troca i6nica
e exclusdo molecular. As fracbes cromatograficas coletadas, correspondentes a picos
(detectados por leitura de absorbancia a 280 nm) foram avaliadas quanto a concentracao
proteica e AH. O potencial antimicrobiano de preparacdes foi avaliado sobre o crescimento
micelial dos fungos Fusarium falciforme e Macrophomina phaseolina bem como sobre cinco
espécies de bactérias para determinacdo de concentracdo inibitéria minima (CIM) e
concentracdo bactericida minima (CBM). As preparacdes apresentaram alta concentracdo
proteica. Elevada atividade lectinica também foi detectada em todas as preparacdes, ndo
sendo revelada especificidade lectinica a nenhum dos carboidratos testados. As fracdes
proteicas apresentaram atividade lectinica até 100 °C (com reducdo a partir de 50 °C). A AH
variou em diferentes valores de pH (com reducdo em pH &cido e neutro). Processos
cromatograficos de F1D e F2D em quitina resultaram em picos de material adsorvido e eluido
com AH. As preparacbes ndo inibiram o crescimento de Fusarium falciforme e
Macrophomina phaseolina. No entanto, EB, F2D e F3D apresentaram atividade
bacteriostatica contra Staphylococcus aureus.

Palavras-chave: Planta, Combretum leprosum, lectina, antimicrobiano.



ABSTRACT

Bacterial resistance to antibiotics is one of the most visible examples of contemporary
biological evolution, a result of the selective pressures promoted by the diversity and
concentration of antibiotics used. The rampant use of antibiotics has led to the generation of a
series of bacterial strains resistant to the strongest examples of antibiotics, and this has already
become a major concern for the medical society. For agriculture, the presence in crops of
phytopathogenic fungi resistant to fungicides is related to great economic losses with the
destruction of plantations. Thus, the detection and bioprospecting of new molecules with
antimicrobial action has become a current and necessary research area for the development of
new control strategies for pathogenic microorganisms resistant to antibiotics already on the
market. Combretum leprosum Mart. (Combretaceae), also known as mufumbo or beef, is a
plant species of great ethnopharmacological importance; its tissues are used in folk medicine
to treat various ailments. In addition to the biological effects of well-characterized secondary
plant metabolites, the presence of bioactive lectins in C. leprosum leaves has been previously
described. Due to their reversible and specific carbohydrate binding properties, these proteins
promote varied biological actions on cells. The aim of this study was to characterize the lectin
activity and investigate the antimicrobial potential of protein fractions obtained from C.
leprosum leaves. The leaves of C. leprosum were subjected to grinding, extraction in 0.15 M
NaCl, protein fractionation (by saturation with ammonium sulfate at 30%, 30 - 60% and 60 -
90%) and exhaustive dialysis of the protein fractions. The samples obtained, crude extract
(EB) and protein fractions (F1D, F2D and F3D, obtained from saline saturation and then
dialyzed) were evaluated for protein concentration (by the method of Lowry et al., 1951),
presence of bioactive lectins (by hemagglutinating activity assays, HA), HA inhibition assays
(using carbohydrates) and stability of lectin activity under variable conditions of temperature
and pH. Protein fractions were applied to affinity, ion exchange and molecular exclusion
chromatographic columns. The collected chromatographic fractions, corresponding to peaks
(detected by absorbance reading at 280 nm) were evaluated for protein concentration and HA.
The antimicrobial potential of preparations was evaluated on the mycelial growth of Fusarium
falciforme and Macrophomina phaseolina as well as on five species of bacteria for the
determination of minimum inhibitory concentration (MIC) and minimum bactericidal
concentration (MBC). High protein concentration preparations. Elevated lectin activity was
also detected in all preparations, with no lectin specificity being revealed to any of the
carbohydrates tested. Protein fractions showed lectin activity up to 100 °C (with reduction
from 50 °C). The HA varied at different pH values (with reduction in acidic and neutral pH).
Chromatographic processes of F1D and F2D in chitin resulted in peaks of material adsorbed
and eluted with HA. The preparations did not inhibit the growth of Fusarium falciforme and
Macrophomina phaseolina. However, EB, F2D and F3D showed bacteriostatic activity
against Staphylococcus aureus.

Keywords: Plant, Combretum leprosum, lectin, antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

Uma crescente preocupacao para a comunidade medica € o surgimento de bactérias
super-resistentes, decorrentes da transmissdo de genes de resisténcia a antibioticos (ARG -
antibiotic resistance genes) que ameacam a eficacia de modernas respostas de antimicrobianos
a patdgenos e representam grande risco para a salde (PEHRSSON e al., 2016). Quando as
bactérias adquirem ARG, decorre a multirresisténcia aos atuais antibioticos, tornando-os
obsoletos (QIAN X, 2016).

Assim como as bactérias resistentes sao uma preocupacao para a comunidade médica,
as pragas fangicas com resisténcia aos fungicidas representam uma problemaética constante
para a agricultura, provocando perdas de plantios por infestacdo de fungos fitopatdgenos
(TAJ-ALDEEN et al, 2017). O desenvolvimento da resisténcia microbiana € um processo
natural; entretanto, a falta de medidas eficientes de prevencao e controle de infeccGes, além
do uso excessivo e inadequado de antimicrobianos estdo entre as causas relacionadas ao
desenvolvimento acelerado da resisténcia e a disseminacdo de microrganismos resistentes aos
agentes de controle (CAPOZZI; MAURICI; PANA, 2019). As pesquisas focadas em
encontrar novas estratégias bioterapéuticas e de controle de patdgenos para ajudar a
solucionar as problemaéticas envolvendo bactérias e fungos patogénicos podem ser
consideradas prioritarias para a area de pesquisa médica e para a biotecnologia aplicada a
agricultura. Desse modo, sdo investigadas novas fontes de biomoléculas ativas,
principalmente de origem vegetal, que possam oferecer compostos moleculares com atividade
bioldgica de controle sobre patdgenos resistentes (QIAN X et al, 2016).

A utilizacdo de biomoléculas de origem vegetal como ferramentas biotecnoldgicas de
amplo interesse farmacoldgico e industrial tem se revelado de grande importancia para o
desenvolvimento tecnoldgico atual. Nesse aspecto, realizar pesquisas com 0 objetivo de
purificar e caracterizar biomoléculas ativas oriundas de plantas € promissor, tanto pela alta
variedade de metabdlitos (primarios e secundarios) quanto pela maior facilidade de acesso ao
material de obtengéo (LAM; NG, 2011).

Entre as diversas moléculas que possuem atividades bioldgicas de interesse destacam-se
as lectinas, proteinas ou glicoproteinas expressas por animais, plantas, fungos, virus e
bactérias. Elas conttm um ou mais dominios para reconhecimento de carboidratos que
permitem a elas se ligarem reversivelmente e sem modificacdes a glicanos, isto &, ndo exibem
atividade catalitica contra as moléculas de carboidratos. Como elas se ligam de maneira

reversivel e especifica aos carboidratos, sejam acucares simples ou carboidratos complexos,
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as lectinas sdo capazes de precipitar polissacarideos e glicoproteinas ou aglutinar células
(NASCIMENTO et al., 2012).

Os tecidos vegetais possuem o titulo de sistema modelo para a obtencdo de lectinas.
Deste modo, uma grande variedade de lectinas de origem vegetal ja foi purificada e
caracterizada, demonstrando atividades bioldgicas de interesse, também atuando como
promissores agentes para estratégias de controle de patégenos (LAM; NG, 2011).

Dentro da familia vegetal Combretaceae, 0 género Combretum, seguido do género
Terminalia, € 0 mais explorado na medicina popular (LORENZI, 2002). Diversas espécies
desse género e seus diferentes tecidos (folhas, cascas e sementes) demonstraram potencial
biolégico em infusdes e chas, sendo amplamente utilizados na etnofarmacologia, e
consequentemente, alvos de interesse para estudo e pesquisa sobre sua composicdo de
bioativos (FACUNDO et al, 2005).

A espécie Combretum leprosum, pertencente a familia Combretaceae, € uma das
espécies que possuem relevancia etnofarmacoldgica, detendo potenciais anti-inflamatorio,
antiulcerogénico e antinociceptivo ja descritos na literatura (FACUNDO et al., 2005; NUNES
et al., 2009). Também foi observada atividade antimicrobiana em extratos metanolicos e, além
disso, a presenca de lectinas em seus tecidos ja foi detectada (PEREIRA, 2013a).

Os estudos envolvendo a avaliacdo das atividades bioldgicas de C. leprosum tém
demonstrado potenciais semelhantes aqueles observados em outras espécies do género.
Trabalhos envolvendo Combretum leprosum tém evidenciado propriedades antimicrobianas,
citotoxicas e anti-proliferativas de extratos dos tecidos e de moléculas ja isoladas da planta
(FACUNDO et al., 2005). As propriedades bioldgicas e constituicdo lectinica de C. leprosum
previamente descritas, despertaram o interesse de investigar e caracterizar lectinas em folhas
de C. leprosum bem como de explorar o potencial bioldgico de preparacdes obtidas contra

microrganismos patogénicos.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. Microrganismos com resisténcia a controles quimicos

A resisténcia de organismos a produtos quimicos utilizados para o controle de pragas
tem sido um problema em diversas areas, como na saude, devido a existéncia de
microrganismos patogénicos, e na agricultura, com o aumento na frequéncia de infestacOes
por fitopatdgenos e insetos praga (GHINI; KIMATI, 2002).

A utilizacdo de produtos quimicos como método de controle de microrganismos
fitopatdgenos causadores de doencas de plantas € uma das principais ferramentas adotadas
pelo agronegocio. A facilidade de aplicacdo e os resultados imediatos obtidos tornaram esse
método extremamente disseminado. Entretanto, o uso inadequado promoveu a selecdo de
fungos fitopatogénicos resistentes, ndo controlados por fungicidas que anteriormente
apresentavam eficacia. Atualmente, a resisténcia microbiana € um dos mais importantes
problemas do controle quimico de doencas de plantas, causando perdas consideraveis na
agricultura (GHINI; KIMATI, 2002).

2.1.1. Fungos

Entre os fungos mais destrutivos contra plantas estdo os géneros Fusarium e
Macrophomina. As espécies do género Fusarium causam consideravel perda econdmica na
agricultura e podem atuar como patégenos humanos, fendbmeno conhecido como
patogenicidade de trans-reino (DE HOOG et al., 2019). Quase todas as espécies de Fusarium
estdo entre os fungos que possuem caracteristicas estruturais e funcionais inerentes para
resistir a antifungicos. A resisténcia primaria é encontrada naturalmente entre algumas
espécies de Fusarium sem exposicao prévia a droga. A resisténcia secundaria aos azolicos se
desenvolve entre as cepas anteriormente suscetiveis apds a exposi¢do ao agente antifingico.
Apesar dos azois utilizados na agricultura serem diferentes, todos tém como alvo 0 mesmo
sitio ativo, o lanosterol-14a-desmetilase, e a resisténcia é geralmente dependente de alteracGes
na expressdo de CYP51, o gene que codifica esterol 14a-desmetilase. CYP51 em Fusarium
tem trés paradlogos (CYP51A, -B e -C), com CYP51C sendo encontrado apenas no género
(AL-HATMI et al., 2016).

A resisténcia de Fusarium se tornou mais evidente nas Ultimas duas décadas, quando
houve uso inadequado de azois, substancias quimicas utilizadas na medicina para tratamento
de infeccBes fangicas e na agricultura como fungicidas, as quais podem proporcionar a

selecdo e a multiplicacdo de fungos resistentes a esses compostos (TAKAHASHI; MELHEM,
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2014; AL-HATMI et al., 2016). Os mecanismos de resisténcia desenvolvidos pelo género
Fusarium podem ser avaliados pelo tipo de alteracdo molecular desenvolvida, como as
alteracdes alvo, que implicam em mutacBGes pontuais e superexpressao de genes alvos dos
agentes de controle, ou as alteracdes ndo-alvo que se desenvolvem por meio de sistemas de
efluxo das drogas e de formacéo de biofilme (BUSI ZHAO; DAN HELIWANG, 2021).

Assim como as espécies do género Fusarium, a Macrophomina phaseolina também
atua como um agente comum de fitopatogenicidade, caracterizando-se como um patdgeno
generalista necrotréfico. Essa espécie causa doencas como a podriddo do caule e da raiz,
podridao do carvdo e podriddo de mudas. Tal agente pode vir a infectar mais de 500 espécies
hospedeiras, causando perdas substanciais aos cultivos (ISLAM et al., 2012; PANDEY et al.,
2020).

A importancia do estudo de agentes de controle para Macrophomina é demonstrada
pelas perdas causadas por esse patdgeno, por exemplo na cultura da soja. A dificuldade de
controle ocorre pela resisténcia intrinseca do fungo, que pode ficar viavel no solo por mais de
4 anos na forma de esclerddios (PANDEY et al., 2020). A patogenicidade de Macrophomina
ocorre por meio da adesdo do fungo no tecido superficial da planta. ISLAM et al. (2012)
detectaram 8 formas de uma lectina ligante a celulose (CBEL) no genoma de M. phaseolina,
que atua no processo de adesdo inicial para a infeccdo, assim como transglutaminases capazes

de estimular uma resposta imune da planta.

2.1.2. Bactérias

Bactérias resistentes, ou superbactérias, sdo os microrganismos que sofrem alteracdes
genéticas como mutacfes cromossémicas, transferéncia de plasmideos ou por elementos de
transposicdo que as tornam resistentes a determinados antibi6ticos, visto que farmacos
possuem diferentes mecanismos de acdo (OLIVEIRA; AIRES, 2016).

O desenvolvimento de resisténcia pode variar de acordo com o tipo bacteriano. As
bactérias Gram-negativas se diferenciam das Gram-positivas por possuirem uma membrana
externa (ME), uma caracteristica protetora e unica. A ME possui fosfolipidios que estdo
ligados ao folheto interno da membrana e lipopolissacarideo (LPS) ligado ao folheto externo
gue é conhecido por causar chogue endotoxico. Além disso, a ME contém proteinas chamadas
proteinas da membrana externa (OMPS), como as porinas e outras que permitem a passagem

de pequenas moléculas como aminoacidos e pequenos sacarideos (GUPTA; DATTA, 2019).
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A membrana externa das bactérias Gram-negativas é o principal motivo da resisténcia a
uma ampla gama de antibidticos, incluindo B-lactdmicos, quinilons, colistinas e outros
antibioticos. Qualquer alteracdo na membrana externa por bactérias Gram-negativas, como
alteracdo das propriedades hidrofébicas ou mutagdes nas porinas e outros fatores, pode criar
resisténcia. Essa camada importante, ausente nas bactérias Gram-positivas, é o que torna as
bactérias Gram-negativas mais resistentes aos antibioticos do que as Gram-positivas
(MILLER, 2016).

O mecanismo de resisténcia das bactérias Gram-positivas pode ocorrer por meio de duas
estratégias principais: por degradagdo enzimatica do antibidtico pela produgdo de PB-
lactamases, ou pela diminuicdo da afinidade e suscetibilidade de seu alvo, a proteina de
ligacdo a penicilina (PBP), por qualquer aquisicdo de DNA exdgeno ou por alteracbes nos
genes PBP nativos (LOZANO; TORRES, 2017).

Entre as espécies resistentes, Staphylococcus aureus é considerado um organismo de
ocorréncia comum. 90 % dos isolados clinicos de S. aureus apresentam resisténcia ou pré-
resisténcia contra penicilina. Um dos mecanismos de resisténcia ocorre pela presenca e acao
das betalactamases, expressas pelo microrganismo por meio do gene blaZ (ZHANG et al.,
2021). A resisténcia de S. aureus a meticilina (MRSA — methicillin-resistant S. aureus), outro
betalactamico, ocorre devido a sintese de uma proteina de ligacdo a penicilina modificada
denominada BP2a. As Proteinas de ligacdo a penicilina (PBP — penicillin-binding proteins) de
alto peso molecular séo alvos dos antibidticos B-lactdmicos e a ligacdo da meticilina as
proteinas leva a liberacdo de enzimas autoliticas que degradam a parede celular pré-formada,
seguida da morte celular bacteriana (LOZANO; TORRES, 2017; ZHANG et al., 2021).

Os isolados clinicos resistentes produzem uma PBP adicional, a PBP2a, também
denominada PBP2, com baixa afinidade de ligacdo a componentes B-lactamicos, codificada
pelo gene mecA. A presenca da proteina modificada resulta em uma baixa efetividade do
antimicrobiano, criando cepas pré-resistentes. Também foi detectada resisténcia de S. aureus
a vancomicina, daptomicina, fluoroquinolonas e tetraciclina (SIZAR; UNAKAL, 2021;
ZHANG et al, 2021).

Assim como S. aureus, bactérias do género Enterococcus também podem desenvolver
resisténcia por meio de modificacbes e superproducdo de proteinas ligantes a penicilina
(PBP), além do uso de outros mecanismos, como bombas de efluxo, prote¢do ribossomal e
sintese de precursores da parede celular modificados pelos genes vanA e vanB, genes
descritos como adquiridos pelos organismos (LOZANO; TORRES, 2017; STEPIEN-
PYSNIAK et al., 2021).
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E um grande desafio descobrir substancias antimicrobianas eficientes para o
desenvolvimento de novos produtos. Alguns materiais como nanoparticulas de prata tém
apresentado atividade antimicrobiana razoavel; no entanto, possuem certo nivel de toxicidade
para células, o que limita suas extensas aplicacfes. Nessa perspectiva, a descoberta de
materiais biologicos sem toxicidade celular, porém com caracteristicas ativas contra
microrganismos € um campo importante para o desenvolvimento de novos produtos
antimicrobianos (LEVY; MARSHALL, 2004).

2.2. Plantas como fontes de biomoléculas: propriedades bioldgicas

A utilizacdo de plantas com funcdo terapéutica vem ocorrendo desde os primordios da
civilizacdo humana. Com o advento da tecnologia aliada ao conhecimento tradicional
associado, tem sido possivel a purificacdo das biomoléculas que desencadeiam respostas
bioldgicas de interesse, ou seja, o principio ativo (DE AQUINO et al., 2007).

O uso de biomoléculas de origem vegetal como ferramentas biotecnoldgicas de amplo
interesse farmacoldgico tem se revelado de grande importancia para o desenvolvimento de
novos produtos. Isso ocorre, sobretudo, devido ao vasto potencial de tais moléculas, no que
diz respeito a possibilidades de aplicagdes (LAM; NG, 2011).

A pesquisa de base que se compromete em isolar e caracterizar tais moléculas ativas
tém promovido a obtencdo de uma diversidade de preparacOes e purificados de interesse
farmacoldgico. Por exemplo, foram observadas altas concentra¢fes de compostos fendlicos
(por meio de HPLC) em Artemisia annua, 0s quais apresentaram atividade antioxidante e
atividade inibitéria contra o crescimento de células cancerigenas (RYU et al, 2011).
Vaccinium corymbosum L. possui metabdlitos obtidos por extracdo etandlica e aquosa com
atividade antiflamatoria e ndo citotéxica (SAMAD et al, 2014). Extratos etanolicos das cascas
de Anacardium occidentale apresentaram diversos compostos fendlicos como xantonas,
triterpenos, flavonas, acidos anacardico e galico, demonstrando atividade nos testes
antimicrobianos contra Candida albicans, Candida tropicalis e bactérias gram-positivas e
gram-negativas (DA SILVA et al. 2016). BISWAS et al. (2021) obtiveram nanoparticulas de
ferro a partir dos tecidos foliares de Mikania mikrantha com alta atividade antibacteriana
contra Bacillus cereus, Acinetobacter johnsonii, Pseudomonas aeruginosa, Achromobacter
spanius e Chromobacterium pseudoviolaceum. Trabalhos de caracterizacdo determinaram que
as nanoparticulas eram constituidas de associacbes de terpenoides, flavonoides,
fenilpropanoides, acidos fendlicos e proteinas presentes no extrato foliar (BISWAS et al,
2021).
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Além da aplicabilidade farmacoldgica, preparagdes obtidas de tecidos vegetais também
podem ser utilizadas como uma alternativa de controle biol6gico contra fitopatégenos, sendo
uma solucdo que engloba duas vantagens: um controle efetivo para pragas ja resistentes a
agentes de controle quimicos e a substituicdo desses agentes sintéticos por solugdes biologicas
ndo agressivas ao solo e, possivelmente, também ndo agressivas a organismos benéficos para
0 ambiente de cultivo (MEENA et al, 2021).

Extratos organicos (em acetona, hexano, metanol e DCM) de tecidos foliares de
diferentes espécies nativas da Africa do Sul (Bucida buceras, Breonadia salicina,
Harpephyllum caffrum, Olinia ventosa, Vangueria infausta e Xylotheca kraussiana) foram
avaliados quanto ao potencial antimicrobiano contra fitopatdgenos; o extrato de B. buceras
teve a melhor atividade antifingica contra quatro fungos, P. expansum, P. janthinellum, T.
harzianum e F. Oxysporum (MAHLO et al., 2010). Extratos alcodlicos das folhas de Thevetia
peruviana apresentaram 100 % de atividade inibitéria contra Alternaria solani, fungo
fitopatdgeno que causa perdas econdmicas significativas na cultura da batata. A doenca é
controlada principalmente por métodos tradicionais, por meio da aplicacdo de fungicidas
qguimicos (MEENA et al, 2021). Pesquisas adicionais sobre o desenvolvimento de
formulacBes a base de biomoléculas oriundas de tecidos vegetais possibilitam novas
abordagens de controle favoraveis ao meio ambiente e viaveis para o gerenciamento de
doencas em cultivos vegetais.

Entre as varias classes de moléculas vegetais com potencial bioldgico de interesse para
0 isolamento esta presente o grupo das lectinas, definidas como proteinas ou glicoproteinas de
origem ndo imunoldgica, que possuem um sitio ndo catalitico que se ligam reversivelmente e
seletivamente a aclcares (mono ou oligossacarideos) ou também a glicoconjugados
(GOLDSTEIN, 1980).

2.3. Lectinas

Inicialmente vistas como proteinas toxicas, as lectinas tornaram-se ferramentas bastante
exploradas em estudos clinicos, estruturais, genéticos, fisiolégicos e moleculares. As lectinas
sdo moléculas amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em todas as classes e
familias de organismos vivos, desde microrganismos até animais vertebrados, invertebrados e
plantas (SHARON; LIS, 1989).

Essa ubiquidade das lectinas demonstra a importancia biol6gica dessa classe de
proteinas, refletindo sua participacdo efetiva em atividades fisiolégicas diversas, intra e

intercelularmente. Tal participacao se da, sobretudo, pela caracteristica de ligacao das lectinas
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com carboidratos, sendo os aglcares importantes mediadores de respostas celulares
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Estruturalmente, as lectinas sdo um grupo muito diverso de proteinas ou glicoproteinas
que possuem sitios ndo cataliticos de ligacdo a agUcares; essa variedade estrutural sugere que
lectinas desempenham papel importante em reacGes de reconhecimento (NASCIMENTO,
2010).

Muitas lectinas sdo purificadas de diferentes organismos. Porém, também podem ser
produzidas a partir de metodos recombinantes, tal como o protocolo desenvolvido para
obtencdo de uma lectina das folhas do alho que, ap6s otimizacdo do processo tecnoldgico,
resultou na obtencdo eficiente da biomolécula (até 20 mg/L de meio de cultura)
(UPADHYAY, etal., 2010).

Os organismos modelo para a obtencdo de lectinas sdo as plantas, principalmente as
leguminosas. Essa preferéncia se da ndo apenas pela facilidade de purificacdo comparado ao
processo de purificacdo de lectinas de outros organismos, mas também pelo alto rendimento
em miligramas e pela grande variedade de lectinas com especificidade determinada para
carboidratos (SHARON; LIS, 1990).

A primeira classificagdo das lectinas se deu por sua afinidade a carboidratos; entretanto,
essa classificacdo era baseada apenas nos monossacarideos reconhecidos com maior afinidade
pelas lectinas. Pesquisas voltadas ao entendimento das estruturas moleculares demonstraram
que lectinas altamente similares ndo apresentavam a mesma especificidade a carboidratos;
desse modo, a classificacdo acima s seria util para fins experimentais e ndo totalmente eficaz

para classificar corretamente lectinas.

2.3.1. Lectinas de origem vegetal

Desde a antiguidade, certas plantas sdo conhecidas popularmente por serem toxicas para
o0 ser humano. Inicialmente, acreditava-se que a toxicidade era oriunda de toxinas bacterianas;
entretanto, em 1884, foi comprovado por Walden e Waddell que a parte toxica dos gréos de
Abrus precatorius (Leguminosae) estava presente em uma fragdo precipitada por meio de uma
extragcdo alcoolica. Posteriormente, em 1886, também foi relatada a toxicidade da mamona
(Ricinus communis) e, em 1888, foi isolado o principio ativo que detinha a toxicidade,
denominado ricina, também sendo notavel sua caracteristica de aglutinar células sanguineas
(STILLMARK, 1888; EHRLICH, 1891). Ambos os constituintes obtidos a partir das duas

espécies descritas tratavam-se de lectinas.
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As lectinas vegetais foram as primeiras a serem estudadas devido a acessibilidade de
coleta dos tecidos de plantas e alta concentragdo proteica, sendo encontradas em diferentes
orgdos vegetais (SHARON; LIS, 2004). Lectinas tém sido relatadas e purificadas de diversas
fontes como folhas, frutos, raizes, bulbos, cascas, caules e, principalmente, sementes. Nas
sementes, as lectinas podem constituir até 10 % do contetdo total de proteinas (PEUMANS;
VAN DAMME, 1995).

Diversas lectinas de origem vegetal ja foram purificadas e suas propriedades
biotecnologicas sdo vastas, podendo ter, por exemplo, atividade inseticida, antiviral,
antimicrobiana entre outras (WANG et al., 2006; PROCOPIO et al., 2017; ALVES et al.,
2019).

2.3.2. Potencial antimicrobiano de lectinas vegetais

Lectinas ja se mostraram importantes ferramentas para a microbiologia e controle de
patdgenos. 1sso se deve a sua principal propriedade de associacdo a aglcares, moléculas as
quais podem estar associadas a processos de adesdo, ligacdo e reconhecimento das células
microbianas (TEIXEIRA et al., 2007).

As propriedades citotdxicas das lectinas podem desencadear atividades antitumoral,
antiviral e antimicrobiana (PROCOPIO et al., 2017). Existem diversas lectinas purificadas e
com especificidade a diferentes carboidratos que demonstraram atividade deletéria em relacéo
a células microbianas, tanto fungicas quanto bacterianas (FERREIRA et al., 2018).

Lectinas podem mediar a identificacdo de microrganismos por meio do reconhecimento
de glicanos complexos presentes na superficie celular dos organismos alvos. Desse modo, a
inativacdo microbiana ocorre pela interacdo da lectina com componentes presentes na parede
celular dos organismos, como é&cidos teicoico e teicurbnico, peptidoglicanos e
lipopolissacarideos (SELITRENNIKOFF, 2001; ZHANG; GALLO, 2016). Lectinas de
origem vegetal podem apresentar efeitos diversos contra microrganismos; acredita-se que tais
proteinas sdo de grande importancia para a protecdo das plantas contra microrganismos
fitopatégenos (BOURNE et al., 1994).

Entre lectinas com atividade microbiana, pode-se citar a lectina de sementes de Apuleia
leiocarpa (ApulSL). Tal proteina demonstrou efeitos bacteriostaticos nas bactérias gram-
positivas S. aureus, Streptococcus pyogenes, Enterococcus faecalis, Micrococcus luteus,
Bacillus subtilis e Bacillus cereus e nas bactérias gram-negativas Xanthomonas perforans,
Klebsiella pneumoniae, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa e Salmonella enteritidis.

(CARVALHO et al., 2015). A lectina ligante a galactose, isolada das raizes secundarias de
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Bauhinia monandra (BmoRoL) mostrou atividade antifungica em espécies fitopatogénicas de
Fusarium, com maior efeito contra Fusarium solani (SOUZA et al., 2011). Helja é uma
lectina especifica para manose obtida do girassol por meio de cromatografia de bioafinidade
(manose-agarose), a qual possui a propriedade de aglutinar células de S. cerevisiae e inibir o
crescimento de Candida tropicalis (REGENTE et al, 2014).

Outros exemplos de lectinas antimicrobianas sdo MuHL, lectina com especificidade a
glicose, purificada do cerne da aroeira (Myracrodruon urundeuva), com amplo espectro de
acao bactericida e atividade antifingica; a PpyLL é outra lectina (Phthirusa pyrifolia leaf
lectin) com especificidade a frutose, com atividade antimicrobiana mais eficaz contra
bactérias gram-positivas (SA et al., 2009; COSTA et al., 2010). As lectinas tipo C, de origem
animal, atuam como receptores de reconhecimento de padrdes que se ligam aos glicanos
presentes no envelope viral e ativam respostas imunes dos hospedeiros, induzindo fagocitose,
apresentacdo de antigenos e ativacdo de células T (MONTEIRO; LEPENIES, 2017).

A inibicdo do crescimento de espécies de fungos in vitro tem sido relatada para algumas
lectinas de leguminosas, como a lectina Nielsen, purificada a partir de extratos aquosos dos
tecidos de Archidendron jiringa (CHARUNGCHITRAK, 2011). O mecanismo pelo qual as
lectinas interrompem o crescimento de fungos ainda ndo esta completamente elucidado; no
entanto, é compreensivel que as lectinas que exibem um certo grau de afinidade com quitina
inibam o crescimento da parede celular fangica, interrompendo o crescimento flngico
(CHARUNGCHITRAK, 2011). E perceptivel que lectinas exibem atividade antibacteriana e
antifingica contra patdgenos de interesse, através da interacdo com peptidoglicanos,
polissacarideos, lipopolissacarideos (LPSs), acidos teicdico na parede celular bacteriana e
fangica (IORDACHE et al., 2015).

2.4. Familia combretaceae

Combretaceae é uma familia botanica pertencente a ordem Myrtales, que possui cerca
de 13 géneros e 500 espécies distribuidas principalmente em regibes tropicais, com maior
diversidade de espécies na Africa e Asia (TAN et al., 2002; STACE, 2004). Ocorrem no
Brasil 6 géneros e aproximadamente 60 espécies. Os dois géneros mais frequentes em terras
brasileiras séo Combretum e Terminalia, nativos para o Brasil (SOUZA; LORENZI, 2008).

A utilizacdo das plantas da familia Combretaceae € mais comum na area da medicina
popular em que sdo conhecidas por promoverem atividades farmacologicas de interesse. Entre

as plantas utilizadas estdo Terminalia fagifolia Mart., com suas propriedades antiulcerogénica
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e antioxidante, e Terminalia actinophylla que apresenta acGes anti-inflamatoria, sedativa e
antidiarreica (PADUA et al., 2013; NUNES et al., 2014).

De acordo com BABA-MOUSSA et al. (1999), plantas da familia Combretaceae
utilizadas tradicionalmente na medicina popular também apresentam atividade antimicrobiana
de interesse, sendo essas plantas pertencentes aos géneros Combretum, Terminalia e

Pteleopsis.

2.4.1. Género Combretum

O género Combretum compreende 370 espécies de plantas lenhosas largamente
distribuidas nas regides tropicais do continente americano, asidtico e africano, o género
Combretum apresenta cerca de 10 % de suas espécies citadas na literatura com uso
etnofarmacoldgico (BREYTENBACH; MALAN, 1989).

Na literatura, ja foram descritas anlises fitoquimicas realizadas com diferentes espécies
do género Combretum, as quais possuem varios principios bioativos; alguns dos compostos
observados sdo cicloartano, damarano e oleananos triterpenoides, flavonoides, dibenzils
aromaticos, estilbenos, fenantrenos, lignanas e aminoacidos (CHOWDHURY ; ISLAM, 2004;
FYHRQUIST, 2007).

Entre as propriedades farmacol6gicas do género Combretum, MOGASHOA et al (2019)
observaram diversos componentes de diferentes extratos da folha de Combretum molle com
propriedades antibacteriana e antifngica sobre fitopatdgenos e patdégenos humanos.
MCGAW et al. (2001) observaram atividade biologica em extratos de 20 espécies do género
Combretum; entre elas, Combretum apiculatum, Combretum lavono e C. molle com atividade
anti-inflamatoria, Combretum hereroense com acao anti-helmintica, Combretum paniculatum
com ac¢do anti-schistosoma e C. apiculatum, C. hereroense e Combretum mossambicense com
atividade antibacteriana contra cepas especificas. Extratos de Combretum erythrophyllum
demonstraram amplo espectro de acdo sobre bactérias (MARTINI, 2004).

Entre as espécies do género, Combretum leprosum Mart., também conhecida como
mufumbo, mofumbo ou carne de vaca, é encontrada no Brasil nas areas tropicais (LORENZI,
2002).

LIMA et al (2011) observaram atividade leishmanicida no extrato etanolico do fruto de
C. leprosum; o efeito inibitorio foi dose dependente, com inibicdo total do crescimento do
parasita a 100 mg/mL, sendo o triterpeno um potente inibidor. FACUNDO et al. (2005)
conduziram estudos com o extrato etandlico de raizes de C. leprosum, 0s quais permitiram o

isolamento, identificacdo e caracterizacdo por cristalografia de raios-X de um triterpeno
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inédito na literatura, denominado de 3f,6pB,16pB-trihidroxilup-20(29)-eno (TTHL), além do
acido arjundlico, &cido molico e flavonoides glicosilados.

Também foi identificado que o extrato etandlico das folhas de C. leprosum continha 80
% de monossacarideos, seguido de triterpenos (10 %), oligossacarideos menores (5 %) e
acidos graxos (3 %) (FACUNDO et al., 2005). O extrato das raizes de C. leprosum e o acido
arjunoélico isolado, administrados por via oral, apresentaram atividade anti-inflamatdria
(FACUNDO et al., 2005).

Apesar dos estudos sobre a constituicdo de metabolitos secundéarios de C. leprosum,
pouco se conhece sobre sua constitui¢do proteica, havendo apenas uma descri¢éo a respeito da
deteccdo de lectina(s) em seus tecidos (PEREIRA, 2013a). Também ainda nédo existem relatos
sobre a bioatividade de extratos aquosos de C. leprosum. A constituicdo lectinica bem como
as propriedades bioldgicas de C. leprosum e de outras espécies do género previamente
descritas despertaram o interesse de investigar e caracterizar lectinas em folhas de C.
leprosum bem como de explorar o potencial bioldgico de preparacdes obtidas contra

microrganismos patogénicos.
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3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

Caracterizar as folhas de Combretum leprosum Mart. quanto a constituicdo lectinica e

avaliar o potencial antibacteriano e antifingico de preparacGes proteicas obtidas.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter preparacdes a partir das folhas de C. leprosum e caracteriza-las quanto ao teor
proteico e a atividade lectinica com diferentes eritrocitos, em condicGes ideais, sob a
presenca de carboidratos e sob influéncia de variacdo de pH e temperatura.
Caracterizar preparacdes lectinicas bioativas quanto a propriedade de interacdo com
suportes cromatograficos e perfil eletroforético.

Avaliar o potencial antibacteriano das preparagdes proteicas nas bactérias de interesse
médico  Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Enterococcus faecalis,
Streptococcus pyogenes e Streptococcus mutans.

Avaliar o potencial antifingico das preparacdes proteicas nos fitopatégenos Fusarium

falciforme e Macrophomina phaseolina.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Material bioldgico

Tecidos foliares de C. leprosum foram coletados em Russas, estado do Ceard, e
submetidos a identificacdo taxonémica baseada na comparagdo com as cole¢des pertencentes
ao acervo do Herbério Dardano de Andrade-Lima, do Departamento de Ciéncias Vegetais da
UFERSA. Os microrganismos utilizados foram obtidos em laboratorios parceiros: Laboratorio
de Microbiologia e Fitopatologia no setor de Fitossanidade da UFERSA e Laboratério de
Inspecdo de Produtos de Origem Animal (LIPOA) da UFERSA.

4.2. Preparo do extrato e dos precipitados proteicos

As folhas de C. leprosum foram coletadas, higienizadas, desidratadas, trituradas e o
material foi peneirado para obtencdo de um pé homogéneo. O pé fino obtido foi submetido a
extracdo proteica em NaCl 0,15 M (sob agitacdo constante), por 16 h a 20 °C, seguida de
filtracdo e centrifugacdo (a 8000 rpm, por 20 min a 4 °C) para obtencdo do extrato bruto (EB).
O EB foi submetido a fracionamento proteico com sulfato de aménio (sob agitacdo constante,
por 4 h a 20 °C), utilizando percentuais crescentes de saturac¢ao (0 - 30 %, 30 - 60 % e 60 - 90
%); apds cada fraccionamento, o material foi submetido a centrifugacéo (a 8000 rpm, por 20 min
a 4 °C) para obtencdo das fracOes proteicas precipitadas denominadas F1, F2 e F3,

respectivamente.

4.3. Diélise

As fracOes proteicas obtidas foram submetidas ao protocolo de dialise para a retirada do
sulfato de amonio, que poderia agir como um interferente para as avaliagdes posteriores. F1,
F2 e F3 foram dialisadas contra NaCl 0,15 M por 3, 5 e 7 h, respectivamente, com troca da
solucdo a cada 1 h até as dltimas duas horas do periodo. Apés dialisadas, as preparacGes

foram denominadas F1D, F2D e F3D, respectivamente.

4.4. Quantificagdo proteica
As preparagdes (EB, F1D, F2D e F3D) foram submetidas a quantificagdo proteica
segundo o método de Lowry et al. (1951), sendo utilizada uma curva padréo de albumina

sérica bovina.
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4.5. Ensaios de atividade hemaglutinante (AH) e determinacéo da ah especifica (AHE)

A deteccdo e caracterizagdo de atividade lectinica foi feita por meio de ensaios de
atividade hemaglutinante (AH) utilizando suspensdes de eritrocitos de coelho e do sistema
ABO (2,5 %, v/v, em NaCl 0,15 M) previamente tratados com glutaraldeido. As preparacdes
(50 pL) foram submetidas a diluicdo seriada em NaCl 0,15 M (50 uL), a partir do segundo
pogo em placa de microtitulacdo, seguida da adicdo de eritrocitos (50 uL); o primeiro pogo de
cada ensaio foi utilizado como controle negativo, recebendo apenas NaCl 0,15M e eritrocitos.
Ap0s repouso (por 45 min), o titulo de AH (AH™) foi determinado como o inverso da maior
diluicdo que apresentou total aglutinacdo (CORREIA; COELHO, 1995). A AH especifica
(AHE) das preparacdes foi calculada pela razéo entre o titulo de AH e a concentracdo proteica
(AH / proteina em mg/mL).

4.6. Ensaios de inibi¢cdo da AH

Para determinar especificidade lectinica, foram realizados ensaios de AH das
preparacdes na presenca dos carboidratos D-(+)-glicose, D-(+)-galactose, D-(+)-manose e D-
(+)-trealose dihidratada. Em placa de microtitulacdo, foram adicionados 50 pL de solucéo do
carboidrato especifico, em diferentes concentracdes para cada ensaio (25 mM, 50 mM, 100
mM e 200 mM), em todos 0s pogos (exceto o segundo poco que recebeu a solugdo com o
dobro da concentracdo desejada para ensaio, pois nesse pogo ocorreu a adicdo da amostra em
estudo, havendo diluicdo do carboidrato para a concentragdo em estudo no ensaio). A
preparacdo em estudo (EB, F1D, F2D e F3D) foi adicionada ao segundo poco, a partir do qual
foi diluida de forma seriada e, ap6s 15 min de repouso (tempo necessario para ocorrer
possivel ligacdo de lectinas ao carboidrato em teste), foram adicionados em todos o0s pocos 50
uL de uma suspenséo eritrocitos do sistema ABO (2,5 %, v/v, em NaCl 0,15 M) previamente
tratados com glutaraldeido. Apds nova incubacdo em repouso (por 45 min), o titulo de AH foi
determinado conforme previamente descrito e comparado com o titulo da AH na auséncia do

carboidrato, para verificar se houve inibicéo total, parcial ou auséncia de inibicdo da AH.

4.7. Influéncia da temperatura e do ph na AH

Foram realizados ensaios de AH de preparacbes (F1D, F2D e F3D) previamente
submetidas a incubacdo sob diferentes temperaturas ou a incubacdo em solugbes com
diferentes valores de pH. Para verificar a influéncia da temperatura na AH, as preparacfes
foram incubadas em banho maria (por 30 min), em temperaturas variando entre 40 e 100 °C
(40, 50, 60, 70, 80, 90 e 100 °C). O efeito do pH sobre a AH foi avaliado por incubacéo (por
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30 min) das preparacdes em solugdes tampdo com valores de pH variando entre 55 e 9
(citrato-fosfato pH 5,5, 6 e 6,5; salina tamponada com fosfato, PBS, pH 7 e 7,5; Tris-HCI pH
8, 8,5 e 9), todos a 0,01 M, preparados em NaCl 0,15 M. Apds incubacdo, as preparacoes

foram submetidas a ensaios de AH e a determinacdo da AHE, conforme previamente descrito.

4.8. Caracterizagdo por métodos cromatograficos

Foram realizadas cromatografias com as amostras quantificadas e caracterizadas
parcialmente pelos ensaios anteriormente descritos, utilizando matriz de troca idnica (quitina),
de exclusdo molecular (Sephadex G-75) e de afinidade (guaran). As colunas empacotadas
com as matrizes previamente preparadas foram equilibradas com NaCl 0,15M. Em cada
processo cromatografico, a preparacdo em estudo foi aplicada no suporte sob fluxo continuo;
apos a saida de todo o ndo adsorvido, o material adsorvido foi eluido com NaCl 1 M e, em
seguida, com &cido acético 1 M. Todas as fracdes cromatogréficas foram coletadas (6 mL / 2
min) e monitoradas quando a absorbancia a 280 nm (UV) e ensaio de AH. Os picos obtidos de
material adsorvido e eluido foram dialisados por 7 h (para a retirada do acido ou do sal) e

avaliados quanto a AH e concentracgdo proteica.

4.9. Caracterizacdo através de eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Foi realizada técnica eletroforética em gel de poliacrilamida (PAGE) contendo sulfato
sodico de dodecila (SDS-PAGE) para proteinas desnaturadas, sem tratamento por [3-
mercaptoetanol. As preparacdes submetidas a eletroforese foram aquelas resultantes dos
processos cromatograficos (picos de material adsorvido e eluido). As corridas eletroforéticas
foram realizadas sob voltagem constante (150 V) a 70 mA, em temperatura ambiente. Para a
deteccdo de bandas proteicas nos géis, foi utilizada a coloracdo com azul de Coomassie

seguida de descoloracdo por lavagens sucessivas em acido acético a 10 % (LAEMMLI, 1970).

4.10. Reativacéo e ajuste de concentracdo das cepas

As culturas de estoque estavam sob refrigeracdo e com baixo nivel metabdlico. A
reativacdo das cepas foi realizada em meio de cultura nutritivo (caldo BHI; Brain Heart
Infusion) para a normalizagdo do metabolismo microbiano.

24 h antes do desenvolvimento experimental para avaliagdo da concentracdo inibitoria
minima, as cepas (Escherichia coli ATCC 25922 Staphylococcus aureus ATCC 25923,
Enterococcus faecalis ATCC 29212, Streptococcus pyogenes ATCC 19615 e Streptococcus

mutans ATCC 25175) foram passadas, com o auxilio de um swab estéril, para tubos estéreis
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contendo o caldo BHI; em seguida, foram incubadas em estufa bacterioldgica sob condigdes
ideais (a 37 °C por 24 h). O crescimento microbiano foi visualizado pela turvagdo do meio
apos a incubacéo.

Apbs a incubacdo, a padronizacdo da concentracdo celular foi executada utilizando a
escala nefelométrica de McFarland. Com o auxilio de uma escala comercial, a turbidez dos
meios de reativacdo foi ajustada de forma a apresentarem o mesmo padréo de turvagdo que a
escala comercial. O padrdo para esse ensaio foi a escala de MacFarland 0,5 (1,5 x 108

células/mL). Apds o ajuste da turbidez, as células foram inoculadas em até 1 h.

4.11. Avaliacdo da concentragdo inibitoria minima (CIM) do crescimento bacteriano

Para a avaliacdo do potencial bacteriostatico das amostras, foram observadas a
concentracdo inibitéria minima (CIM), isto €, a menor concentracdo das amostras capaz de
inibir o crescimento bacteriano.

Todas as amostras com concentracdo proteica definida foram esterilizadas por filtragcdo
em filtros PVDF de seringa (0,20 um). Em seguida, foram adicionados 100 uL. de amostra ao
primeiro pogo, 100 puL de solucao de NaCl 0,15 M do segundo ao oitavo pogo ¢ 100 pulL da
amostra ao segundo poco, a partir do qual foi realizado método de microdiluicdo seriada.
Apos a adicdo das amostras e do NaCl 0,15M, foram adicionados 100 uL de meio caldo
Mueller-Hinton (CMH) e adicionados 20 pL do inoculo j& ajustado em todos 0s pocos.
Colunas distintas foram selecionadas para servirem como 0s controles de esterilidade. Os
ensaios foram incubados em repouso por 24 h a 37 °C. Apés a incubacdo, foram adicionados
20 pL de resazurina a 500 pg/mL (um indicador de viabilidade celular) em todos os pogos,
incluindo os controles de esterilidade e de crescimento, e realizada uma nova incubacédo (por
2 h a 37 °C). Em seguida, a mudanca de coloracdo do meio foi observada visualmente. A
metabolizacdo da resazurina ocorre por oxirreducdo na presenca de enzimas como NADPH-
desidrogenase e NADH-desidrogenase, ocasionando a mudanca da cor azul (resazurina) para
rosa (resofurina). Logo, quando células no ensaio sdo capazes de mudar a colora¢do do meio
para rosa devido a metabolizagdo da resazurina, a resofurina resultante é indicativo de células
viaveis. A menor concentragdo do tratamento que impediu a mudanca de coloracdo do meio
para rosa foi considerada a CIM. Todos os ensaios foram realizados em triplicata
(SANTURIO et al., 2007).
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4.12. Avaliacdo da concentracdo bactericida minima (CBM)

Para avaliar a potencial concentracdo bactericida minima (CBM) das preparacGes em
estudo, que consiste na minima concentracdo capaz de inativar o crescimento de 99,99 % das
células bacterianas, os pocos do ensaio de CIM em que houve inibicdo do crescimento
(atividade bacteriostatica) foram plaqueados com o auxilio de um swab estéril em placas de
Petri (90 mm x 15 mm) contendo meio agar Mueller Hinton. Em seguida, as placas foram
submetidas a incubacdo por 24 h a 37 °C. Apds a incubacdo, o crescimento das colénias foi
observado visualmente e a CBM foi considerada a menor concentracdo das amostras contendo
inéculo que promoveu 99,99 % de reducdo do crescimento das colénias em comparacdo com
0 controle de crescimento positivo. Todos os ensaios foram realizados em triplicata
(SANTURIO et al., 2007).

4.13. Avaliacdo da atividade antifungica

O potencial antifungico das preparacdes (EB, F1D, F2D e F3D) foi avaliado in vitro
contra os fitopatdgenos Fusarium falciforme (CML 3946) e Macrophomina phaseolina
(CMM 1531).

As preparagOes proteicas (100 pL) previamente microfiltradas em filtros PVDF de
seringa (0,20 um) foram aplicadas na superficie das placas de Petri (120 x 90 mm) contendo
meio BDA (batata dextrose agar) e, em seguida, um disco micelial do fungo em estudo (5 mm
de didmetro) foi plagueado no centro de cada placa. As placas foram incubadas por 72 h a 28
°C, com medicdo diaria do didmetro de crescimento. Os tratamentos foram constituidos por
controle positivo de crescimento fangico (auséncia de amostra), controle negativo (presenga
de NaCl 0,15 M) e crescimento flngico na presenca de amostras (EB, F1D, F2D ou F3D). Os
ensaios foram realizados em triplicata. A inibicdo do crescimento fungico foi calculada de

acordo com a expressdo matematica descrita por OLIVEIRA et al (2020).

IC (%) = (DC — DT) + DC x 100

Onde IC (%) corresponde a porcentagem de inibi¢do do crescimento fangico promovido pelo
tratamento em relacdo ao crescimento na auséncia do tratamento (controle positivo para
crescimento); DC corresponde a média do diametro de crescimento no controle positivo para
crescimento; DT corresponde & média do didmetro de crescimento na presenca de amostra
proteica (OLIVEIRA, 2020).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

O processo de extragdo em NaCl 0,15 M rendeu 300 mL de extrato bruto (EB). O
fracionamento salino do EB utilizando trés saturacGes resultou em trés fraces proteicas que,
apos dialise, foram nomeadas de F1D, F2D e F3D.

Todas as preparacdes apresentaram elevados titulos de AH com todos os eritrécitos
avaliados, especialmente com eritrdcitos do tipo AB, bem como elevado teor proteico e AHE
(Tabela 1). Os valores de AHE mais expressivas foram obtidas para F1D com eritrécitos tipo
AB (AHE: 1.202,71) e F2D com eritrocitos tipo O (1.301). A determinacdo dos grupos
sanguineos na classificacao dos tipos ABO ocorre em funcdo das glicoproteinas presentes no
glicocélix dos eritrocitos; desse modo, titulos mais elevados de AH com um determinado tipo
de eritrocito sugere especificidade de ligacdo de lectinas presentes na amostra com as

glicoproteinas que compdem o glicocalix desse tipo celular.

Tabela 2 - Titulo de atividade hemaglutinante (AH™), estimativa proteica e AH especifica
(AHE) das preparacdes obtidas a partir de folhas de C. leprosum

Amostra E AH'  Concentracdo proteica AHE

(mg/mL) (AH/ mg. mL?)

EB AB 8.192 19 431,1

O 16.384 862,0

C 8.196 431,3

F1D AB 65.536 54,49 1.202,7

O 32.768 601,0

8.196 150,4

F2D AB 32.768 50,35 650,8

65.536 1.301

32.768 650,0

F3D AB 32.768 40 819,2

O 32.768 819,2

C 32.768 819,2

EB: extrato bruto em NaCl 0,15 M; F1D: fracdo proteica (0 - 30 %) dialisada; F2D: fracéo
proteica (30 - 60 %) dialisada; F3D: fracdo proteica (60 - 90 %) dialisada; AH: atividade
hemaglutinante; AHE: atividade hemaglutinante especifica; E: Eritrocitos glutarizados.
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Nos testes de inibi¢cdo da AH, nenhum dos carboidratos testados foi capaz de inibir a
AH das amostras, incluindo os picos cromatograficos, sugerindo que lectinas presentes nas
preparacdes responsaveis pela aglutinacdo ndo apresentam especificidade para nenhum dos
carboidratos utilizados nesse ensaio. Lectinas podem apresentar especificidade a
glicoproteinas, lectinas obtidas a partir das sementes de Dypsis decaryi apresentaram
especificidade para carboidratos complexos, como albumina, azoalbumina e azocaseina, Sem
inibicdo da AH por carboidratos simples (TORRES et al, 2019). As preparacdes também
podem conter inibidores enddgenos que impedem a caracterizacdo do perfil de especificidade
das moléculas aglutinantes, por competir diretamente com os acUcares utilizados para a
inibicdo (SILVA et al, 2019). Desse modo, novos testes com glicoconjugados devem ser
avaliados.

A estrutura da proteina é influenciada por fatores fisico-quimicos, como variagdo do pH
e da temperatura. Como ndo existe uma condi¢do Unica para todas as proteinas, uma
caracterizacdo detalhada da atividade bioldgica frente a influéncias externas é recomendada
para estabelecer as caracteristicas intrinsecas de cada proteina (CARRILO, 2016). Os ensaios
de AH, com eritrécitos AB, apds incubacdo das preparacdes em diferentes temperaturas
mostraram que a AHE de todas as fracbes proteicas foi detectada até os 100 °C. Aos 40 °C, a
AHE foi mantida e, a partir dos 50 °C, ocorreu reducdo de AHE (grafico 1). O teste de
estabilidade térmica demonstrou que as amostras proteicas das folhas de C. leprosum
apresentam AH até 100 °C. DA SILVA e colaboradores (2019) definiram a estabilidade
térmica da PeRoL (Portulacaelatior root lectin) como resultado da presenca de ligacGes
dissulfeto associadas a termoestabilidade proteica, também detectadas nas proteinas presentes
nas sementes de Apuleia leiocarpa, Bauhinia forficata e Moringa oleifera (DA SILVA, 2019).
Portanto, a presenca de AH nas amostras de C. leprosum a 100 °C pode indicar a presenca de
lectinas que possuam ligagOes dissulfeto na estrutura, promovendo estabilidade. Para
investigar essa hipoOtese, outras técnicas eletroforéticas utilizando tratamentos para
desnaturacdo e reducdo de proteinas devem ser desenvolvidas.

Nos ensaios de AH com eritrocitos AB, apds incubacgéo das preparacGes em diferentes
valores de pH, F1D, F2D e F3D apresentaram reducdo da AH quando incubadas em pH &cido.
F1D manteve a AHE constante quando incubada em pH alcalino. F2D e F3D apresentaram
aumento da AHE em pH alcalino, otimizada em pH 8,5 (gréafico 2). O pH pode influenciar
diretamente na AH das lectinas por meio da desnaturacdo e perda de interagdes com ions
essenciais para a atividade biologica. Muitas lectinas descritas necessitam de ions para sua

atividade. Assim, lectinas vegetais geralmente possuem o0s ions Mn2+ ou Ca2+, 0s quais
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influenciam na sua atividade. Um exemplo é a concanavalina A (Con A) que, quando tratada
em meio acido, perde seus ions metalicos, reduzindo ou perdendo sua atividade de aglutinar
eritrocitos. Desse modo, o fator pH é muito importante para a atividade de lectinas
(POVINELLL.; FINARDI, 2002). As amostras de C. leprosum sofreram reducdes drasticas de
sua AH em pH &cido, o que pode sugerir a desnaturacdo parcial e a perda de ions que

influenciem na AH de lectinas presentes nas amostras.

Grafico 1 - Influéncia da temperatura na atividade hemaglutinante especifica de fracoes
roteicas obtidas a partir de folhas de C. leprosum.

1.400,0

1.200,0

1.000,0

800,0
mFID

AHE

600,0 mF2D

400,0 BF3D

200,0

0,0

30°C 40° 50° 60° 70° 80° 90° 100°
TEMPERATURA

F1D: fracdo proteica (0 - 30 %) dialisada; F2D: fracdo proteica (30 - 60 %) dialisada; F3D:
fracdo proteica (60 - 90 %) dialisada; temperatura variando entre 30 e 100 °C. AH executada
com eritrocitos AB.
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Gréfico 2 - Influéncia do pH na atividade hemaglutinante especifica de fragBes proteicas
obtidas a partir de folhas de C. leprosum.
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F1D: fracdo proteica (0 - 30 %) dialisada; F2D: fragdo proteica (30 - 60 %) dialisada; F3D:
fracdo proteica (60 - 90 %) dialisada; valores de pH variando entre 5,5 e 9.

Processos cromatograficos para possivel isolamento lectinico e caracterizacdo foram
executados com as preparaces F1D e F2D. As amostras foram escolhidas por apresentarem
as maiores titulos de AH. Cromatografias de F2D (80 mg) em guaran (10 mL) ndo resultaram
em picos de material adsorvido apds a eluicdo com galactose 300 mM (preparada em NaCl
0,15 M) ou com NaCl 1 M. As fracGes coletadas do material ndo-adsorvido ndo apresentaram
AH com eritrocitos glutarizados humanos, tipo AB. Os resultados sugerem que a preparagao
ndo possui lectinas com afinidade a galactose e habilidade para ligacdo ao guaran.

Cromatografias de F2D (80 mg) no suporte de exclusdo molecular Sephadex G-75 nao
resultaram em uma separacao de proteinas presentes na amostra por exclusdo molecular. Além
disso, ndo houve detec¢do de AH nas fracGes de ndo adsorvido coletadas. O Sephadex G-75
também pode funcionar como matriz de afinidade para lectinas ligantes de glicose e manose.
No entanto, o uso de solugéo de glicose, apds a saida do material ndo adsorvido nao resultou
em eluicdo de material adsorvido. Os resultados sugerem que a preparacdo ndo possui lectinas
com afinidade ao suporte, o que respalda os resultados negativos de inibicdo com esse
carboidrato, e que essa peneira molecular ndo é adequada para separacdo de proteinas
presentes em F2D.

A matriz de quitina, que funciona como ligante por afinidade e, também, por troca
ibnica, demonstrou maior eficiéncia para possivel isolamento de moléculas presentes em F1D
e F2D. As cromatografias de F1D (80 mg em 1.468 uL) e F2D (80 mg em 1.589 uL) nessa

matriz foram observados picos de material adsorvido e eluido. As fracdes cromatograficas
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ndo-adsorvidas ndo apresentaram AH com eritrocitos glutarizados humanos, tipo AB;
entretanto, os picos de material adsorvido apresentaram AH apods dialise. Os dois picos
adsorvidos em quitina obtidos de F1D (por eluicdo com NaCl 1 M e acido acético 1 M)
(grafico 3) apresentaram AH (AH: 41) e AHE de 1,8. O pico adsorvido em quitina obtido de
F2D (por eluigdo com acido acético 1 M) (grafico 4) apresentou AH (AH: 641) e AHE de 1,8.
N&o ocorreu inibicdo da AH dos picos adsorvidos com os carboidratos testados (descritos na
metodologia). Os picos cromatograficos apresentaram especificidade para AH apenas com
eritrocitos glutarizados humanos, tipo AB, ndo aglutinando eritrocitos tipo O ou de coelho. As
amostras dialisadas e concentradas por liofilizagdo foram submetidas a técnica de eletroforese;
ndo foram detectadas bandas proteicas, possivelmente devido ao teor proteico muito baixo,
apos dialise.

Os resultados sugerem que F1D e F2D possuem lectinas possivelmente ligantes a N-
acetil-glicosamina, sem afinidade de ligagéo a glicose e galactose e com elevada afinidade de
ligacdo a glicoproteinas que compdem o glicocalix dos eritrocitos tipo AB.
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Gréfico 3 - Cromatograma da fragdo 30 % dialisada (F1D), obtida a partir do extrato bruto de

folhas de C. leprosum em coluna de quitina.
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Coluna de quitina (5 mL) ativada com &cido acético 1 M e equilibrada com NaCl 0,15 M com
fluxo de 20 mL/h. Foi aplicado volume da amostra equivalente a 80 mg de proteina. Apds
coleta do ndo adsorvido em NaCl 0,15 M, NaCl 1 M e em seguida acido acético 1 M foram
utilizados como eluentes (inicio das eluices indicado por setas). Fracdes coletadas (2 mL/6
min) foram monitoradas por leitura da absorbéancia a 280 nm em espectrofotdmetro. ABS 280

nm: absorbancia a 280 nm; log AHE: log do titulo de atividade hemaglutinante especifica.

Gréfico 4 - Cromatograma da fracdo 30 - 60 % dialisada (F2D), obtida a partir do extrato

bruto de folhas de C. leprosum em coluna de quitina.
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Coluna de quitina (5 mL) ativada com &cido acético 1 M e equilibrada com NaCl 0,15 M com
fluxo de 20 mL/h. Foi aplicado volume da amostra equivalente a 80 mg de proteina. Apds
coleta do ndo adsorvido em NaCl 0,15 M, NaCl 1 M e em seguida &cido acético 1 M foram
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utilizados como eluentes (inicio das elui¢Bes indicado por setas). Fragdes coletadas (2 MI/6
min) foram monitoradas por leitura da absorbancia a 280 nm em espectrofotémetro. ABS 280
nm: absorbancia a 280 nm; log AHE: log do titulo de atividade hemaglutinante especifica.

Objetivando avaliar as propriedades biologicas das amostras, foram realizados ensaios
antibacterianos utilizando EB, F1D, F2D e F3D contra cinco cepas de bactérias gram-
positivas e gram-negativas de interesse medico. Os resultados estdo apresentados na Tabela 2.
Os ensaios para determinacdo de potencial acdo antimicrobiana sobre o crescimento de
bactérias revelaram que as preparacdes EB, F2D e F3D possuem CIM contra S. aureus, nas
concentragdes de 2,17mg/mL.; 2,9mg/mL.; 2,2mg/mL, respectivamente. Entretanto, sem
apresentar atividade bactericida (tabela 2). Para as outras bactérias avaliadas, ndo houve

deteccdo de atividade bacteriostatica ou bactericida promovida pelas preparagdes.

Tabela 2 - Atividade antibacteriana de preparac6es obtidas a partir de folhas de C. leprosum.

EB F1D F2D F3D

CIM CBM CIM CBM CIM CBM CIM CBM

Espécie  (mgmL) (mgmL) (mg/mL) (mg/mL) (mgimL) (mg/mL) (mg/mL) (mg/mL)

Staphylococcus
aureus
(+) ATCC
25923

2,17 ND ND ND 2,9 ND 2,2 ND

Streptococcus
pyogenes
(+) ATCC
19615

ND ND ND ND ND ND ND ND

Streptococcus
mutans (+) ND ND ND ND ND ND ND ND
ATCC 25175

Enterococcus
faecalis
(+) ATCC
29212

ND ND ND ND ND ND ND ND

Escherichia
coli
() ATCC
25922

ND ND ND ND ND ND ND ND

EB: extrato bruto em NaCl 0,15 M; F1D: fracdo proteica (0 - 30 %) dialisada; F2D: fracéo
proteica (30 - 60 %) dialisada; F3D: fracéo proteica (60 - 90 %) dialisada; CIM: concentracdo
inibitoria minima; CBM: concentrac¢do bactericida minima.
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A atividade antibacteriana das lectinas é atribuida a sua interacdo com glicanos
encontrados na parede celular bacteriana (por exemplo, &cidos teicdico e teicurénico,
peptidoglicano e lipopolissacarideo). Além disso, as lectinas antibacterianas podem promover
0 vazamento de proteinas e a formacdo de poros na parede celular (COELHO et al, 2019).
Desse modo, a auséncia da atividade antibacteriana nas amostras de C. leprosum — exceto
pelo efeito bacteriostatico sobre S. aureus - pode ser associada a ndo interacdo de suas
moléculas constituintes (entre elas possiveis lectinas) com as glicoproteinas presentes na
parede celular desses microrganismos.

Jé a atividade antifingica das lectinas ocorre pela interagdo com quitina, o-manana ¢ 3-
glucana presentes nas paredes celulares, o que pode levar a inibigdo do crescimento, ruptura
da parede celular, absorcdo reduzida de nutrientes e interferéncia na germinacéo de esporos
(SILVA et al, 2018). Analises quanto ao potencial antifungico sobre os fitopatogenos
selecionados para esse estudo ndo apresentaram efeito significativo promovido por nenhuma
preparacdo. As preparacdes promoveram baixos percentuais de inibicdo do crescimento
fangico. Nos ensaios com Fusarium falciforme, os percentuais de inibicdo promovidos por
EB, F1D, F2D e F3D foram 4,6 %, 1,9 %, 2,8 % e 0,7 %, respectivamente; nos ensaios com
Macrophomina phaseolina, os percentuais de inibi¢cdo obtidos com essas amostras foram 2,9
%, 2,2 %, 0,7 % e 0,2 %, respectivamente. Os dados de inibicdo, embora ndo relevantes,
revelaram que biomoléculas presentes nas preparacGes, especialmente no EB, causaram
alguma interferéncia no crescimento dos fungos. As fracbes proteicas demonstraram interacdo
com a matriz de quitina nos processos cromatograficos, o que pode vir a ser um respaldo para

futuras avaliagOes sobre outros fungos.

Tabela 3 — Percentual de inibicdo do crescimento fangico por preparacdes obtidas a partir de
folhas de C. leprosum.

Espécie EB F1D F2D F3D
P (%) (%) (%) (%)
Fusarium
falciforme 4.6 19 2.8 0,7
CML 3946
Macrophomina
phaseolina 29 2,2 0,7 0,2

CMM 1531

Controle negativo 0 0 0 0
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% - Porcentagem de inibicdo do crescimento fangico. EB: extrato bruto em NaCl 0,15 M;
F1D: fracdo proteica (0 - 30 %) dialisada; F2D: fracdo proteica (30 - 60 %) dialisada; F3D:
fragéo proteica (60 - 90 %) dialisada. Controle negativo: NaCl 0,15 M.

Apesar das folhas de C. leprosum possuirem em sua microbiota natural endofiticos e
fitopatdgenos do género Fusarium, como F. oxysporum e F. solani (SANTOS et al, 2012), o
EB apresentou a maior porcentagem de inibicdo (4,9 %) sobre F. falciforme, superior as
avaliadas contra Macrophomina phaseolina, o0 que pode indicar a presenca de mecanismo de
defesa contra esses microrganismos. Além disso, esse foi o maior percentual de inibicdo
apresentado entre as amostras; como o EB € a preparacdo mais rica em diversidade molecular

é provavel que outros metabdlitos ndo proteicos tenham envolvimento com o efeito.
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5. CONSIDERACOES FINAIS

A determinacdo da elevada AHE das preparacGes ricas em proteinas, em especial de
F1D, caracteriza as folhas de C. leprosum como um recurso viavel para purificacdo de lectina
ainda ndo descrita em literatura. As amostras ndo tiveram a AH inibida com nenhum dos
acucares simples ensaiados; por isso, testes de inibicdo com glicoconjugados devem ser
considerados para um trabalho futuro. A quitina como suporte cromatografico foi eficiente
para adsorcao de moléculas de F1D e F2D, com atividade lectinica apos eluicéo; no entanto, a
otimizacdo do protocolo para a revelacdo proteica por eletroforese é necessaria. As
preparacOes (exceto F1D) revelaram acdo bacteriostatica sobre S. aureus, uma importante
bactéria patogénica gram-positiva; porém, ndo foram eficientes em inibir Macrophomina
phaseolina e Fusarium falciforme, fungos fitopatdgenos de grande importancia para a

agricultura.
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