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RESUMO

Cassia fistula, popularmente conhecida como chuva-de-ouro, pertence a familia das
leguminosas e tem mostrado grandes potenciais biolégicos, como atividade antimicrobiana.
Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune que se ligam reversivelmente a carboidratos.
Estas proteinas podem ser encontradas em diversos organismos como vegetais, nos quais Sao
detectadas em sementes, folhas, flores e outros tecidos. As lectinas podem assumir varios
papéis bioldgicos, dentre eles acdo contra microorganismos fitopatogénicos. Neste trabalho,
foi realizada a purificacdo parcial e caracterizacdo de amostras lectinicas obtidas de sementes,
folhas e flores de Cassia fistula; foi realizada também a avaliacdo do potencial efeito
antifangico de amostras obtidas de folhas e flores contra os fungos fitopatogénicos Fusarium
solani e Colletotrichum sp. Foram obtidos extratos e fragdes proteicas; as amostras foram
avaliadas quanto a concentragcdo proteica, atividade hemaglutinante (AH) e tiveram a AH
especifica (AHE) determinada. A amostras FF4d (fracdo 0-80% dialisada da folha) apresentou
a mais elevada AHE, sendo escolhida para analise pelos métodos de caracterizacdo (ensaio de
inibicdo da AH e eletroforese). FF4d foi parcialmente inibida com os carboidratos manose e
galactose. A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) revelou em FF4d diversas
bandas proteicas bem definidas que possuem, na maioria, acima de 20 kDa. As amostras com
mais elevada AHE e elevada concentracdo proteica, FF4d, FF2d (fracdo 30-60% dialisada da
folha) e FL3d (fracdo 60-90% dialisada da flor), respectivamente, foram submetidas a
cromatografias de bioafinidade; foram detectados picos cromatograficos de material
adsorvido e eluido de cromatografias com Quitina, um polimero de N-acetilglicosamina.
Extratos brutos, fracdes proteicas e picos cromatograficos de folhas e flores de Cassia fistula
foram avaliados in vitro quanto a potencial acdo antifingica contra os fungos fitopatogénicos
Fusarium solani e Colletotrichum sp., microrganismos muito emergentes em doencgas pos-
colheita; FF2d (fracdo 30-60% dialisada da folha) apresentou atividade estatisticamente
significativa de inibicdo sobre o crescimento de Colletotrichum sp.

Palavras-chave: leguminosas; proteinas; fitopatogénicos.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é detentor da maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com
mais de 55 mil espécies catalogadas, de um total estimado entre 350 mil e 550 mil (FORZZA
et al., 2012). Sendo o Brasil um pais rico em biodiversidade vegetal, inUmeras plantas sdo
utilizadas por grande parte de nossa populacdo, na forma de fitoterapicos, nutracéuticos ou
alimentos (BLUMENTHAL et al., 2000). O isolamento de substancias ativas a partir de
fontes naturais, como extratos de plantas, vem crescendo com o objetivo de aplicar moléculas,
constituintes dos extratos, como ferramentas biotecnoldgicas (GARCIA, 1995).

Dentre as plantas potenciais, existe a Cassia fistula, que é uma espécie de importancia
ornamental, com distribuicdo em regides tropicais e subtropicais, incluindo a regido Semiarida
do Brasil. Conhecida popularmente como chuva de ouro, ela tem sido avaliada quanto as suas
propriedades bioldgicas, e tem apresentado acdo antitumoral, antioxidante, cicatrizante,
larvicida, antinutricional e antimicrobiana (GUPTA et al., 2000; SIDDHURAJU et al., 2002;
MANONMANI et al., 2005; KUMAR et al., 2006; DURAIPANDIYAN e IGNACIMUTHU,
2007; DURAIPANDIYAN et al., 2011; GOVINDARAJAN et al., 2011). Tais propriedades
biolégicas sdo possiveis por presenta de biomoléculas ativas como enzimas, inibidores de
proteases e lectinas (SILVA, 2008).

Lectinas sdo definidas como proteinas de origem nao imunoldgica, que possuem sitios
de interacdo através dos quais sdo capazes de ligar de forma reversivel e especifica, a
carboidratos livres ou presentes em glicoconjugados, sd@o conhecidas desde o final do século
XIX e podem assumir diversos papéis bioldgicos devido aos seus sitios de ligacdo a
carboidratos (LIS e SHARON, 1998). As lectinas possuem varias e importantes aplicacGes
por constituirem um dos grupos mais versateis de proteinas de plantas usadas em pesquisa
biomédica e bioldgica, basica e aplicada (SILVA, 2001). Essas proteinas tém sido estudadas
como potentes inibidoras do crescimento de microrganismos, dentre eles os fungos
fitopatogénicos (SOUZA et al., 2011), que sdo os principais causadores de doencas em frutos
em pods-colheita (DANTAS et al., 2003).

O presente trabalho propde detectar atividade lectinica em extratos e fracdes proteicas
obtidas de tecidos de Cassia fistula, caracterizar bioquimicamente bem como avaliar o efeito
bioldgico de amostras lectinicas sobre o crescimento dos fungos fitopatogénicos Fusarium

solani e Colletotrichum sp, espécies que causam doencas em frutas em pés-colheita.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. DIVERSIDADE VEGETAL E PLANTAS COM POTENCIAL ANTIFUNGICO

O Brasil é o pais de maior biodiversidade do planeta, aproximadamente 56 mil
espécies (FORZZA et al., 2012), que associada a uma rica diversidade étnica e cultural detém
um valioso conhecimento tradicional associado ao uso de plantas que tem o potencial
necessario para o desenvolvimento de pesquisas resultantes em tecnologias e terapias
apropriadas (GIULIETTI et al., 2005). Todavia, até 2003 apenas 17% das plantas foram
estudadas de alguma maneira quanto ao potencial bioldgico e, na maioria dos casos, sem
grande aprofundamento nos aspectos fitoquimicos e biotecnoldgicos (GUERRA E NODARI,
2003).

O Nordeste do Brasil é caracterizado pela regido Semiarida e também pelo bioma
Caatinga, tais regides sdo possuidoras de uma grande diversidade bioldgica e suas espécies
vegetais sdo alvo de estudos de bioprospeccdo (CARTAXO et al., 2010), uma vez que muitas
espécies de plantas apresentam biomoléculas potenciais de extremo interesse para a
agroinddstria

Estudos realizados com plantas com potenciais biolégicos de interesse agroindustrial
tém merecido cada vez mais atencdo, € a partir destas plantas que se pode extrair
biomoléculas como lectinas, enzimas, inibidores de proteases e outras classes de proteinas
detentoras de propriedades bioldgicas que sdo alvos de interesse para a agroindustria,
biotecnologia e areas afins (SILVA, 2008).

As proteinas antimicrobianas, entre elas as lectinas, prendem o interesse de muitos
pesquisadores por elas poderem servir como ferramentas contra infecgdes fungicas e
bacterianas em organismos vegetais ou mesmo em patologias humanas (PEUMANS e VAN
DAMME, 1995). As lectinas isoladas de leguminosas tém demonstrado atividade contra
fungos (YAM et al., 2005; VAZ et al., 2010; CHARUNGCHITRAK et al., 2011), e podem

ser utilizadas como defensivos alternativos para controle de fungos fitopatdégenos.
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2.1.1. Familia Leguminosae e Cassia fistula L.

A familia Leguminosae € a terceira maior familia de fanerégamas (perdendo apenas
para Asteraceae e Orchidaceae). Apresenta distribuicdo cosmopolita (LEWIS, 1987), com
aproximadamente 727 géneros e 19.325 espécies, que variam de arvores emergentes até ervas
diminutas e efémeras (LEWIS et al., 2005). No Brasil, ocorrem aproximadamente 188
géneros e cerca de 2.100 especies, distribuidas em quase todas as formacdes de flora
(BARROSO et al., 1991; LIMA, 2000). O potencial econdémico dessa familia é incontestavel,
pois fornece madeiras, Oleos e resinas de boa qualidade, seus frutos e sementes sdo
consumidos como alimento, produzem matéria prima para perfumes, tinturas e farmacos,
sendo ainda, muitas espécies utilizadas como ornamentais (LEWIS e OWEN, 1989; LEWIS.,
1987).

O género Cassia (Leguminosae) é constituido por mais de 600 espécies incluindo
arbustos, arvores e ervas, distribuidas em regides tropicais e subtropicais de todo o mundo.
(AGARKAR e JADGE, 1999). Cerca de 30 espécies sdo muito estudadas e relatadas como
fontes ricas em derivados fendlicos, antracénicos e antraquindnicos, como Cassia fistula
(GUPTA et al., 1989; AGARKAR e JADGE, 1999; KUO et al., 2002), Cassia torosa
(KITANAKA et al., 1990) e Cassia sophera (MALHOTRA e MISRA, 1982; JOSHI et al.,
1985); esses derivados sdo descritos como as substancias responsaveis pela atividade dos
extratos de vérias espécies medicinais utilizadas na india, Paquistdo, Ceildo, Egito e varios
outros paises, como purgativos, mas que também apresentam atividades antimicrobiana,
bactericida, antiulcerogénica, anti-inflamatéria (MALHOTRA e MISRA, 1982; JOSHI et al.,
1985; GUPTA et al., 1989; KITANAKA et al., 1990; AGARKAR e JADGE, 1999; KUO et
al., 2002) entre outras.

Uma das espécies mais representativas do potencial deste género é Cassia fistula,
também conhecida como chuva-de-ouro, originaria da Asia e muito apreciada pela beleza de
seus cachos de flores amarelas que medem aproximadamente 30 cm; suas folhas sdo do tipo
pinadas, de coloracdo verde que variam de 4 a 8 pares de foliolos; e as &rvores podem atingir até 15 m
de altura e de 4 a 6 m de diametro (CORREA, 1984) (Figura 1).
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Figura 1 — Caracteristicas morfolégicas de Cassia fistula — 1A — Cachos de flores; 1B — Folhas; 1C —
Arvore. (Fonte: http://www.dreamstime.com)

Estudos com fracOes de extratos de varias partes de Cassia fistula tém demonstrado
atividade antibacteriana significativa contra Escherichia coli, Klebsiella aerogenes, Proteus
vulgares e Pseudomonas aeruginosa (bactérias gram-negativas). Estes dados ressaltam a
importancia da planta como um potencial antibiético natural (SAMY e IGNACIMUTHU,
2000). As folhas da Cassia fistula apresentam atividades laxativa, purgativa e antirreumatica,
e o suco das folhas é utilizado em doencas cutaneas (BHAKTA et al., 1999).

No Nepal, Cassia fistula € uma espécie endémica e a medicina tradicional local utiliza
seu fruto para tratamento de reumatismo e inflamacé&o. Devido a estas indicacGes, 0 extrato
metandlico de seus frutos foi avaliado e obteve atividade inibitéria de mediadores pro-
inflamatorios, como os leucotrienos; também foi capaz de inibir a peroxidacdo de lipidios em
fosfolipideos cerebrais bovinos, o que indicou sua atividade antioxidante (SUNIL e
MULLER, 1998). Também demonstrou atividade inibitoria de protease associada a atividade
antifungica e repelente de insetos (GUPTA et al., 2000).

Extratos hexanicos obtidos a partir das sementes, folhas e flores de Cassia fistula
apresentaram atividade antifangica contra os fungos fitopatdgenos Cladosporium
cladosporioides e Cladosporium spharospermum (ANDRADE, 2006). Extratos
hidroalcodlicos de folhas de Cassia fistula demonstraram acdo bioldgica contra fungos,
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ocasionando uma potente inibigdo do crescimento dos fungos Aspergillus niger, Aspergillus
clavatus e Candida albicans (BHALODIA et al., 2011). Ali et al. (2003) purificaram lectinas
das sementes de Cassia fistula, as quais demonstraram atividade antibacteriana, inibindo o

crescimento de Bacillus megaterium, Streptococcus f-haemolyticus e Shigella boydii.

2.2. LECTINAS

Dentre as macromoléculas bioldgicas, as lectinas correspondem a um importante
grupo de proteinas amplamente estudadas desde o inicio do século XIX (SHARON e LIS,
2004). Goldstein et al. (1980) definiram lectinas como proteinas de origem ndo imunoldgica
que se ligam de um modo estavel a carboidratos, sendo capazes de aglutinar células ou
precipitar glicoconjugados sem qualquer tipo de atividade enzimatica para os que sdo alvo da
sua ligagdo. Elas existem na forma livre ou associadas as células, podendo ser encontradas na
superficie ou no interior dessas (LIS e SHARON, 1998). As lectinas sdo amplamente
distribuidas na natureza, encontradas numa variedade de organismos como plantas, virus,
bactérias, fungos, invertebrados (VIJAYAN e CHANDRA, 1999) e vertebrados
(HARRISON, 1991; MAKER et al., 2002).

A historia da pesquisa envolvendo lectinas ou “lectinologia” iniciou em 1888, quando
Hermann Stillmark descobriu que extratos de Ricinus communis causavam aglutinacdo de
eritrocitos; foi demonstrado que o ingrediente ativo era uma proteina, denominada por ele de
ricina. A palavra aglutinina foi entdo largamente usada para descrever moléculas e extratos
que causam agrupamento ou aglutinacdo de eritrécitos e outras células. Foi somente em 1954
que o termo lectina foi introduzido por Boyd e Shapleigh, para enfatizar a habilidade exibida
por algumas aglutininas de plantas em discriminar eritrocitos do grupo sanguineo ABO,
devido as reacBes com os residuos de aglcar expostos (BIES et al., 2004; HARTLEY et al.,
2004) (Figura 2).
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Eritrocito Carboidrato Lectina

Figura 2 - Representacdo esquematica da aglutinacdo de eritrdcitos por lectinas. (Fonte: Autor)

A era moderna da lectinologia teve inicio no comego da década de 60, com duas
grandes descobertas realizadas por Nowell (1960); ele estabeleceu que a lectina de Phaseolus
vulgaris, conhecida como fitohemaglutinina (PHA), € mitogénica, pois possui a capacidade de
estimular linfdcitos a entrar em mitose; assim como a PHA, a lectina da Canavalia ensiformes
(ConA) também apresenta a mesma atividade mitogénica, mas diferentemente de PHA, essa
atividade podia ser inibida por pequenas concentracfes de monossacarideos, por exemplo a
manose (SHARON e LIS, 2004).

O termo lectina foi redefinido com base em critérios funcionais e estruturais, sendo
hoje definida como todas as proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico que
se liga reversivelmente a mono ou oligossacarideos especificos. As lectinas sdo subdivididas
em quatro classes (PEUMANS e VAN DAMME, 1998):

e As merolectinas: proteinas que possuem pelo menos um dominio de ligacdo a
carboidratos e por isso sdo incapazes de aglutinar células por serem monovalentes.

e As hololectinas: proteinas formadas por dois ou mais dominios de ligacdo a
carboidratos, que sdo idénticos ou homologos; elas compreendem a maioria das
lectinas de plantas e se comportam como verdadeiras aglutininas.

e As quimerolectinas: proteinas de fusdo que possuem pelo menos um dominio de

ligag&o a carboidrato e um dominio ndo relacionado, com uma atividade catalitica bem
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definida ou outras atividades bioldgicas (que age independentemente do dominio de

ligagéo a carboidratos).

e As superlectinas: sdo proteinas que possuem ao menos dois dominios ligantes de
carboidratos que apresentam diferentes especificidades.

A maioria das lectinas de plantas estd presente em cotilédones de sementes, onde
podem ser encontradas no citoplasma ou em corpos proteicos, embora elas também tenham
sido encontradas em raizes, caules, folnas (MOREIRA et al., 1991) e outros tecidos. Ja foi
demonstrado que lectinas encontradas nas folhas tém propriedades similares aquelas obtidas
de sementes da mesma planta (SPILATRO et al., 1996); portanto, lectinas encontradas em
tecidos vegetais distintos podem apresentar propriedades similares. A habilidade das lectinas
em formar interacdes com carboidratos ou glicoproteinas pode ser facilmente detectada por
ensaios de aglutinacdo, em que essas proteinas podem interagir através de ligacOes reversiveis
com residuos de carboidratos na superficie das células, formando uma malha. O ensaio de
hemaglutinacdo € utilizado frequentemente por possibilitar a facil visualizacdo desta
propriedade aglutinante de eritrocitos por lectinas; eritrocitos utilizados no ensaio podem ser
de origem humana ou de outros animais (FLEMMING et al., 1992), frescos, ou tratados
enzimaticamente ou quimicamente.

Apesar de lectinas apresentarem comumente uma alta eficiéncia e estabilidade,
existem alguns fatores que influenciam a atividade dessas proteinas, tais como ions, pH e
temperatura. Por exemplo, muitas lectinas necessitam de ions para manter a sua atividade
(SHARON e LIS, 1990). A estabilidade térmica das lectinas também pode ser bastante
variavel; lectinas de diversas fontes mostram-se estaveis ap0s serem mantidas congeladas por
meses ou anos, apos sucessivos congelamentos e descongelamentos (CORREIA e COELHO,
1995) ou depois de mantidas por poucos dias em temperatura ambiente (RAY et al., 1992).

Apesar da grande quantidade de informacdo sobre sequéncia de aminodcidos e
especificidade de lectinas, a funcdo fisioldgica das lectinas de plantas tem sido amplamente
estudada e nem sempre definida (SHARON e LIS, 2004). Lectinas encontradas em raizes de
leguminosas podem estar envolvidas no reconhecimento e/ou ligagdo de bactérias fixadoras
de nitrogénio, como Rizhobium spp., desempenhando papel no estabelecimento da simbiose
(DIAZ et al., 1989; KIINE et al., 1992; VAN EIJSDEN et al.,1995). Vérias evidéncias
indicam que as lectinas desempenham um papel de defesa nas plantas, protegendo estas de
microrganismos fitopatogénicos (como bactérias e fungos), de animais predadores e de
insetos (PEUMANS e VAN DAMME, 1995; SHARON e GOLDSTEIN, 1998).
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Lectinas extraidas das folhas de Phthirusa pyrifolia mostraram atividades bactericidas
eficazes contra bactérias Gram positivas (Sttaphylococcus epidermidis e Bacillus subtilis),
Gram negativas (Klebsiella pneumoniae) e fungos (Fusarium lateritium e Rhizoctonia solani)
(COSTA et al., 2010). Outra lectina, obtida da casca de Sebastania jacobinensis inibiram o
crescimento dos fungos Fusarium moniliforme e Fusarium oxysporum (VAZ et al., 2010).

Alguns exemplos de lectinas extraidas de leguminosas com atividade antifingica
contra fungos dos géneros e espécies utilizadas nesse trabalho tém sido citados. As lectinas
isoladas de Pisum sativum (SITOHY et al., 2007) e Astragalus mongholicus (YAM et al.,
2005) mostraram ser inibidoras do crescimento de Fusarium oxysporum. A lectina isolada de
raizes secundarias da Bauhinia monandra apresentou atividade antifungica contra espécies
fitopatogénicas de Fusarium, sendo mais ativa contra Fusarium solani (SOUZA et al., 2011).
A lectina purificada das sementes de Archidenron jiringa mostrou atividade antifungica
contra Fusarium oxysporum e Colletotrichum cassiicola, mesmo quando avaliada em baixas
concentracdes (CHARUNGCHITRAK et al., 2011).

2.3. DOENCAS POS-COLHEITA E FUNGOS FITOPATOGENICOS

Os patdgenos em pds-colheita, principalmente os quiescentes (infectam a fruta na pré-
colheita, mesmo na auséncia de ferimentos, permanecendo latentes até a maturacéo)
(BARKAI-GOLAN, 2001), causam grandes transtornos aos atacadistas, varejistas e,
principalmente, aos importadores de frutos, uma vez que os sintomas das doengas aparecem
durante o armazenamento e transporte, em frutos aparentemente sadios, podendo causar
perdas drasticas devido a deterioracbes (SOMMER, 1982; BENATO, 1999; MORANDI,
2002). As perdas pos-colheita podem ser definidas como quaisquer mudancas nha
disponibilidade, valor nutricional, salubridade ou qualidade que impecam o produto de ser
consumido (ALVARO e BERDIE, 2004). Estima-se que as perdas acumuladas na pos-
colheita de frutos tropicais e subtropicais oscilem entre 20% e 80%, na maioria dos paises em
desenvolvimento (BENATO, 2002; FINGER e VIEIRA, 2002). A reducdo das perdas em
pos-colheita na cadeia produtiva de frutas representa um constante desafio (KADER, 2002).

Alguns microrganismos causadores de podriddes secretam substancias toxicas
denominadas micotoxinas (SYLOS e RODRIGUEZAMAYA, 1999; DRUSCH e RAGAB,

2003), tornando o produto impréprio ao consumo, diminuindo seu valor nutricional e
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comercial. H4 uma grande preocupagdo com essas substancias, que tém sido relatadas como
ameacas a saude humana e de animais, sendo causadoras de mutagénese e carcinogénese em
células humanas (YIANNIKOURIS e JOUANY, 2002; RICHARD e PAYNE, 2002). As
perdas pos-colheita podem ter causas diversas; uma das causas em destaque sdo as doencas
(CHITARRA e CHITARRA, 1990), onde as ocasionadas por fungos ocorrem com maior
frequéncia e atividade, sendo responsaveis por 80 a 90% do total de perdas causadas por
fitopatdgenos (DANTAS et al., 2003).

No Brasil, a antracnose e a podriddo sdo as principais doengas que ocorrem em pos-
colheita e sdo os principais fatores que afetam a qualidade dos frutos. A antracnose em
frutiferas, causada na maioria dos casos por espécies de Colletotrichum, é considerada uma
doenca de elevada importancia econémica no Nordeste do Brasil (SERRA e SILVA, 2004),
por ser a principal doenca de frutos em pos-colheita, como na banana (Musa spp.), no caju
(Anacardium occidentale L.), na manga (Mangifera indica L.), no mamao (Carica papaya L.)
e no maracuji (Passiflora edulis f. flavicarpa Deg.) (BENATO, 1999). O meldo, principal
fruto produzido no Nordeste (cerca de 94 % da producdo nacional) (AGRIANUAL 2013),
também tem sofrido incidéncia e severidade de doencas fungicas, principalmente provocadas
por espécies de Fusarium, fitopatdgenos que causam podriddes (LIMA e COSTA, 2001).

Os patdgenos em pos-colheita sdo controlados, principalmente, pela aplicacdo massiva
de fungicidas (BARKAI-GOLAN, 2001). Existe, portanto, uma demanda crescente por
compostos e estratégias alternativas para o controle de doencas fangicas em frutos, visando
diminuir os residuos quimicos (KNIGHT et al, 1997; MARI e GUIZZARDI, 1998). O uso
indiscriminado e excessivo de agrotdxicos ao longo dos anos gerou a crescente resisténcia de
pragas, como 0s microrganismos fitopatogénicos, aos produtos sintéticos, de alto custo
econbmico e ambiental, tornando insustentdvel os sistemas de producdo de frutiferas
(COUTINHO, 1996). Os principais tipos de fungicidas quimicos utilizados em pds-colheita
sdo dos grupos de benzimidazois, cupricos, chlorotalonil e ditiocarbamatos. Estes fungicidas
geram residuos nos produtos agricolas e acumulo no meio ambiente, além de serem
prejudiciais a satde (MARI e GUIZZARDE, 1998).

Diante disso, a busca por novas moléculas que possam substituir os produtos quimicos
encontra nas plantas uma alternativa de interesse econémico, social e ecoldgico bastante
promissor (PRATES, 2000). Muitas preparacfes vegetais contendo proteinas tém sido
utilizadas contra microrganismos; entre elas, amostras lectinicas tém demonstrado eficiente
atividade contra fungos fitopatogénicos (YAM et al., 2005; SITOHY et al., 2007; SOUZA et
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al., 2011), o que pode caracterizar o uso de tais preparacfes lectinicas como uma nova
alternativa bioldgica para o controle de microrganismos que causam grandes prejuizos ao

setor agricola e a economia.

2.3.1 Colletotrichum sp.

Os fungos do género Colletotrichum sdo pertencentes a ordem Melanconiales (classe
Coelomycetes). As espécies de Colletotrichum possuem uma ampla distribuicdo geogréafica,
apesar de ambientes quentes e Umidos serem ideais para as espécies (JEFFRIES et al., 1990);
as quais sdo muito diversas, pois incluem saprofitas e fitopatdgenos. Esses fungos sdo 0s
causadores de uma diversidade de doengas como a antracnose (BAILEY e JEGER, 1992),
sendo a principal doenca de frutos em pos-colheita. O sintoma tipico da antracnose é
caracterizado por lesdes arredondadas, grandes, necréticas, com bordos ligeiramente elevados
com o centro dos tecidos deprimidos, onde sdo produzidas massas de conidios de coloracao
alaranjada (BAILEY et al., 1992). Como consequéncia, pode ocorrer uma podriddo mole nos
frutos, prejudicando a sua comercializacdo (LIMA FILHO et al., 2003).

Entre as espécies desse género, Colletotrichum gloeosporioides (RESENDE et al., 2005) e
Colletotrichum musae (VENTURA e HINZ, 2002) sdo bastante disseminadas e afetam
diversos frutos, como a banana que é a segunda fruta mais consumida no mundo, em torno de
10 kg/habitante/ano (FAOSTAT, 2011). Vérias outras espécies de fungos desse género
também sdo identificadas causando doencas nas plantas, como o Colletotrichum acutatum
encontrado no pequizeiro (ANJOS e CHARCHAR, 2002) e o Colletotrichum fragariae,
encontrado no morangueiro (TANAKA et al., 1997).

2.3.2 Fusarium solani

Fusarium solani (Mart) Sacc é uma espécie que pertence a familia Nectriaceae que
esta representada por 32 espécies e 18 variedades (INDEX FUNGORUM, 2011). Essa especie
fitopatogénica causa varias doencas em determinadas culturas de ervilha, soja, feijdo e batata
(LUGINBUHL, 2010). Também sdo fungos oportunistas emergentes na espécie humana
(VIDOTTO, 2004), ja tendo sido isolado a partir de olhos, unhas, pele e cavidades nasais de
humanos (LESLIE e SUMMERELL, 2006).
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Fusarium solani f. sp. cucurbitae pertence a classe dos Sordariomycetes ou fungos
mitospéricos (AGRIOS, 2005), e possui especializacdo fisiologica as Cucurbitaceas. Dois
tipos sdo descritos, sendo que o tipo 1 infecta raizes, colo e fruto, e o tipo 2 infecta apenas
frutos (ZITTER, 1998). O efeito patogénico de Fusarium solani ocorre devido a secrecéo de
uma ampla gama de enzimas hidroliticas envolvidas na penetracdo e colonizagdo nos tecidos
da planta hospedeira, durante a infecgédo e as enzimas de degradacdo da parede celular podem
provocar diferentes reacfes patogénicas em cada interacdo planta-micrdébio; também foi
proposto que depolimerases presentes na parede celular podem funcionar como sinais
ativadores de varios processos fisioldgicos da planta, como a indugdo de respostas de defesa
vegetal (AYED et al., 2007).

Fitopatologias causadas por essa espécie de fungo foram relatadas, como podriddes
penduculares apos colheita de mamao (CORDEIRO e MATQOS, 2000; NERY-SILVA et al.,
2001) e podriddo-do-colo em meldo (MARINHO et al., 2002; ANDRADE et al., 2005).
Segundo esses mesmo autores, no Nordeste Brasileiro, Fusarium solani encontra-se
disseminado em quase todos os campos de producdo do meloeiro dos estados do Rio Grande
do Norte e Ceara, demonstrando a participacdo deste fungo como importante nos processos de

infeccdo dos frutos, causando podridao.

24



3. OBJETIVOS

3.1. OBJETIVO GERAL

e Obter amostras lectinicas parcialmente purificadas a partir da espécie Cassia fistula,
caracterizar e avaliar quanto a potencial atividade antifungica in vitro contra os fungos

fitopatopatogénicos Colletotrichum sp. e Fusarium solani.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Obter extratos proteicos a partir de sementes, folhas e flores de Cassia fistula;

o Obter fragdes proteicas parcialmente purificadas;

o Detectar atividade lectinica em extratos brutos e em fracGes proteicas;

e Caracterizar a atividade lectinica frente a variacao de pH e presenca de carboidratos;

e Caracterizar proteinas quanto ao perfil eletroforético;

e Potencialmente purificar e caracterizar proteinas quanto ao perfil cromatogréafico;

e Avaliar as amostras lectinicas quanto a potencial atividade antifungica in vitro contra

Colletotrichum sp e Fusarium solani.

25



4. MATERIAIS E METODOS

4.1. COLETA DE MATERIAL BIOLOGICO

Os tecidos vegetais da espécie Cassia fistula utilizados no estudo foram folhas, flores
e sementes. Os tecidos foram coletados pela manha em area privada situada na cidade de
Mossor0-RN e conduzidos para secar em temperatura ambiente. Um espécime da planta
coletada foi destinado a identificacdo taxondmica baseada na comparacdo com as colecdes
pertencentes ao acervo do Herbario Dardano de Andrade-Lima, do Departamento de Ciéncias
Vegetais da UFERSA.

4.2. EXTRACAO E PRECIPITACAO PROTEICA

Apos coleta e limpeza, as sementes, folhas e flores da espécie Cassia fistula foram
trituradas e as farinhas submetidas aos processos de extracdo proteica (overnight, em
temperatura ambiente, sob agitacdo constante) em solucdo salina (NaCl 0,15M) ou em
solugdes tampdo com valores de pH 2, 5, 7, 8 e 10 (10% p/v); em seguida, os extratos foram
filtrados em gaze e centrifugados (4 °C, 8000 rpm, 20 min). Os extratos brutos (EB) obtidos
apos centrifugacdo foram submetidos a purificacdo proteica parcial, através de precipitacdo
fracionada utilizando sulfato de amdnio em saturacGes de 0-30%, 30-60% e 60-90% (com EB
de sementes e flores) e de 0-30%, 30-60%, 60-90% e 0-80% (com o EB de folhas). Ap6s cada
fracionamento (agitagdo por 4 h, em temperatura ambiente), as amostras foram centrifugadas
(a 4 °C, 8000 rpm, 20 min), os sobrenadantes foram separados e utilizados para um novo
fracionamento; as fracGes precipitadas foram ressuspendidas em NaCl 0,15 M de maneira
uniforme entre as amostras (1mL de NaCl 0,15M/10g de farinha utilizada para extracdo). As
fracOes proteicas obtidas foram submetidas a processos de dialise exaustiva em membrana
semipermeavel (a 4°C, por 5h) para separacdo do sulfato de amoénio (LEHNINGER et
al.,1999).
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4.3. ENSAIOS DE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Para detectar a possivel atividade lectinica, as amostras proteicas foram submetidas a
ensaios de atividade hemaglutinante (AH) em placas de microtitulacio (CORREIA e
COELHO, 1995). Foram feitas diluices seriais das amostras em NaCl 0,15 M, seguidas da
adicdo de eritrécitos de animais (coelho, carneiro, bezerro) ou humanos (sistema ABO) em
suspensdo de 2,5 %, tratados com glutaraldeido de acordo com o método de Bing et al.
(1967); o titulo da AH foi determinado como o inverso da maior diluicdo com total
aglutinacdo, apdés 45 min de repouso. Atividade hemaglutinante especifica (AHE) foi

determinada como a razédo entre a AH e a concentracdo proteica (AH/ mg/mL).

4.4. ESTIMATIVA PROTEICA

A quantificacdo proteica das amostras lectinicas foi determinada de acordo com o
método de Lowry et al. (1951), sendo utilizada uma curva padrdo de albumina sérica bovina
(BSA), com valores compreendidos entre 0 e 500 ug.

4.5. ESPECIFICIDADE LECTINICA: ENSAIOS DE INIBICAO DA ATIVIDADE
HEMAGLUTINANTE

Foram feitas diluicGes seriais (em placas de microtitulacdo) da fracdo 0-80% dialisada
da folha (FF4d), em solucdes contendo os carboidratos (glicose, manose, galactose ou fucose)
com concentragdes entre 25 e 200 mM em NaCl 0,15 M. Apds repouso (15 min), foram
adicionados eritrécitos glutarizados de coelho ou humanos. O titulo de AH foi determinado
apos repouso (45 min) (BING et al., 1967); a leitura da inibicdo da AH foi determinada como
0 inverso da maior diluicdo com aglutinacdo total. O titulo de AH observado no ensaio de
inibicdo foi comparado com o titulo do ensaio de atividade hemaglutinante, para determinar
se houve inibig&o parcial, total ou se ndo houve inibi¢do da AH.
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4.6. POTENCIAL PURIFICACAO E CARACTERIZACAO ATRAVES DE METODOS
CROMATOGRAFICOS

Foram realizadas cromatografias de bioafinidade com as amostras parcialmente
purificadas e dialisadas que apresentaram atividade lectinica, além de apresentar elevada AHE
ou concentracdo proteica (LEHNINGER et al., 1999). A fracdo 0-80% dialisada da folha
(FF4d) foi submetida a cromatografias utilizando gel de Guar (polimero de galactose) num
fluxo de 20 mL/h ou Sephadex G-50 (polimero de glicose) num fluxo de 30 mL/h; o nédo
adsorvido foi coletado em NaCl 0,15 M e, em seguida, uma solu¢do de NaCl 1 M (na
cromatografia em gel de Guar) ou de glicina 1 M (na cromatografia em Sephadex G-50) foi
aplicada para eluicdo de potenciais proteinas adsorvidas. A fracdo 30-60% dialisada da folha
(FF2d) e a fracdo 60-90% dialisada da flor (FL3d) foram também submetidas a processos
cromatograficos, utilizando suporte de Quitina (polimero de N-acetilglicosamina) num fluxo
de 20 mL/h; o ndo adsorvido foi coletado em NaCl 0,15 M, em seguida solugéo de NaCl 1 M
(1° eluente) e depois solucdo de &cido acético 1 M (2° eluente) foram sequencialmente
aplicadas para eluicdo de potenciais proteinas adsorvidas. Em todos 0s processos
cromatograficos, foram recolhidas fragdes de volume determinado, as quais foram

monitoradas por absorbancia UV 280 nm e AH apos dialise.

47. CARACTERIZACAO ATRAVES DE ELETROFORESES EM GEL DE
POLIACRILAMIDA - PAGE

Foram realizadas técnicas eletroforéticas em gel de poliacrilamida contendo sulfato
sodico de dodecila, SDS-PAGE 12% (LAEMMLI, 1970), para caracterizacdo do perfil
proteico, na qual a fracdo escolhida foi FF4d por apresentar alto teor proteico; volumes de 2, 4
e 6 uL de FF4d e marcadores de peso molecular (pesos 14.4, 20.1, 30, 45, 66 e 97 kDa) foram
aplicados no gel. A amostra aplicada foi previamente tratada com p-mercaptoetanol. A
corrida eletroforética foi realizada em corrente constante, em temperatura ambiente. As
bandas proteicas nos géis foram detectadas com a utilizacdo do corante Azul de Coomassie. A
descoloracdo do excesso do corante foi realizada atraves de lavagens sucessivas do gel com

acido acético a 10 %.
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4.8. ENSAIOS DE ATIVIDADE ANTIFUNGICA

A potencial atividade antifingica das preparacfes lectinicas foi avaliada contra
isolados, através de uma metodologia (WONG, 2005) modificada. Amostras obtidas das
folhas (EB; fracGes 30-60% e 60-90% dialisadas; e picos cromatograficos dialisados da fracdo
30-60% dialisada) e das flores (EB; fracdes 30-60% e 60-90% dialisadas; e picos
cromatograficos dialisados da fracdo 60-90% dialisada) foram avaliadas quanto ao potencial
antimicrobiano contra os fitopatégenos Colletotrichum sp. (isolado direto de banana no
Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia, UFERSA) e Fusarium solani (isolados de
meldo obtidos do estoque no Laboratério de Microbiologia e Fitopatologia, UFERSA). Em
placas de Petri (90 x 15 mm) contendo 10 ml de meio BDA (Batata-Dextrose-Agar), amostras
proteicas (filtradas em filtros de seringa estéreis com poros de 0,20 um) ou solucdo de NaCl
0,15M (testemunha) foram uniformemente aplicadas por espalhamento (100 pl, com
concentracdo definida) na superficie do meio de cultura; um disco do micélio fngico em teste
(6 mm de diametro) foi posto sobre o meio de cultura, no centro de cada placa. Apds
incubacdo a 28 °C, por 120 h (5 dias), foi avaliado o crescimento fungico. O efeito das
amostras lectinicas sobre os isolados foi definido pela comparacdo entre o crescimento
fangico nas placas que receberam a amostra em teste e o crescimento fungico nas placas que
receberam solucdo de NaCl 0,15M (testemunhas); o efeito antifingico foi verificado pela

reducdo nos halos de crescimento. O teste foi realizado em quintuplicatas.

4.9. ANALISE ESTATISTICA

Foi realizado o célculo de porcentagem de inibicdo de crescimento micelial (PIC),
comparando-se o didmetro médio, em cm, do crescimento dos fungos nas placas dos

tratamentos com as mostras lectinicas e nas placas testemunhas (EDGINGTON et al., 1971):

crescimento da testemunha — crescimento do tratamento
PIC = X 100

crescimento da testemunha
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A andlise estatistica e a construcdo do grafico foram realizadas por meio dos
softwares Past (HAMMER, 2001) e Excel. Os dados foram avaliados pela andlise de
variancia (ANOVA) e a diferenca de médias calculada pelo teste conservador de Tukey (p <
0,05).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 PURIFICACAO E CARACTERIZACAO DE AMOSTRAS LECTINICAS

Os processos de extracdo das proteinas utilizando 20g de farinha das sementes e 40g
de farinha de folhas e flores resultaram em extrato bruto (EB) de sementes, folhas e flores que
renderam 130 mL, 304mL e 282 mL, respectivamente.

Também foram realizadas extracdes da farinha de folhas em tampdes com diferentes
valores de pH; houve estabilidade quanto a atividade hemaglutinante (AH) das amostras
frente a variacdo de pH entre 5 e 10, a qual ndo foi aumentada, em comparacdo com o EB em
NaCl ,15M. Por isso, para 0 processo seguinte de fracionamento proteico, foram utilizados
EB obtidos em solucdo de NaCl 0,15M. O ensaio de AH revelou atividade lectinica em todos
os EB obtidos a partir dos tecidos investigados (Tabelas 1 e 2); a AH foi obtida com
eritrocitos glutarizados de coelho e humanos tipo A.

Tabela 1 — Atividade hemaglutinante (AH) dos extratos brutos (EB) em solucdo salina dos

tecidos de Cassia fistula.

Extratos Brutos (EB) obtidosem  AH com eritrocitos ~ AH com eritrécitos

solucéo salina de coelho humanos (sangue A)
Folhas 64 8”
Sementes 32! 2
Flores 32" 2

Tabela 2 — Atividade hemaglutinante (AH) de extratos brutos (EB) de folhas de Cassia fistula
em diferentes tampdes.

EB de folhas obtidos com tampdes AH com eritrocitos

com diferentes pH’s humanos (sangue A)
pH 2 0
pH 5 4
pH 7 gt
pH 8 g+
pH 10 4t

Os processos de purificacdo parcial de fragGes proteicas renderam, a partir de cada EB,
trés fracbes proteicas. Todas as fracOes proteicas obtidas apresentaram AH, revelando

diferentes titulos de acordo com o tipo de eritrécitos utilizados (eritrocitos glutarizados de
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coelho, carneiro, bezerro e humano tipo A), e revelando também maior afinidade por
eritrocitos de coelho (Tabela 3); a maioria das amostras mantiveram ou aumentaram os titulos

de AH, ap0s o processo de dialise.

Tabela 3 — Atividade hemaglutinante (AH) das fracdes proteicas dialisadas e ndo dialisadas de

sementes, folhas e flores de Cassia fistula.

Fragdes AH com AH com AH com AH com
Eritrdcitos Eritrdcitos de  Eritrécitos de Eritrdcitos de
humanos tipo A coelho carneiro bezerro
FS1 27 32" 16 32"
FS2 2t 32! 32! 32!
FS3 2 41 32! 32!
FSid 41 16 - -
FS2d 41 32t - -
FS3d 41 gt - -
FF1 2 16 4t 32!
FF2 41 64t ol 4
FF3 41 647" g* 16
FF4 41 64! 16+ 32t
FF1d 2 64" g+ 16
FF2d 41 256 16 gt
FF3d 41 256" 16 32
FF4d gt 5121 32t 32
FL1 2 16 - -
FL2 41 16 - -
FL3 4t 321 - -
FL1d 4t 16 - -
FL2d gt 32t - -
FL3d 16 128 - -

FS1: fracdo 0-30% da semente; FS2: fracdo 30-60% da semente; FS3: fracdo 60-90% da semente;
FS1d: fragdo 0-30% dialisada da semente; FS2d: fracdo 30-60% dialisada da semente; FS3d: fracdo
60-90% dialisada da semente; FF1: fragdo 0-30% da folha; FF2: fracdo 30-60% da folha; FF3: fracdo
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60-90% da folha; FF4: fracdo 0-80% da folha; FF1d: fracdo 0-30% dialisada da folha; FF2d: fracdo
30-60% dialisada da folha; FF3d: fragdo 60-90% dialisada da folha; FF4d: fracdo 0-80% dialisada da
folha; FL1: fracdo 0-30% da flor; FL2: fracdo 30-60% da flor; FL3: fragdo 60-90% da flor; FL1d:
fragdo 0-30% dialisada da flor; FL2d: fragdo 30-60% dialisada da flor; FL3d: fracdo 60-90% dialisada
daflor.

Foi realizada a estimativa proteica das fracdes dialisadas e ndo dialisadas de todos os
tecidos assim como também foi determinada a atividade hemaglutinante especifica (AHE)
(Tabela 4). As amostras dialisadas com maior concentracdo de proteina foram fracdo 30-60%
dialisada da folha (FF2d), fracdo 0-80% dialisada da folha (FF4d) e fracdo 60-90% dialisada
da flor (FL3d). Apos didlise, todas as amostras apresentaram aumento substancial da AHE,
especialmente todas as fracdes dialisadas obtidas das folhas (FF1d, FF2d, FF3d e FF4d) e a
FL3d obtida das flores, o que é muito importantes, pois amostras lectinicas podem perder AH

apos processo de dialise.

Tabela 4 — Estimativa proteica das fracGes dialisadas e ndo dialisadas das sementes, folhas e

flores de Cassia fistula; e atividade hemaglutinante especifica (AHE) com eritrécitos de

coelho.
AHE com eritrocitos de
Fracoes Proteinas (mg/ml)
coelho (AH/ mg/mL)

FS1 54 5,93
FS2 7,4 4,33
FS3 2,1 1,90
FSid 1,4 11,4
FS2d 7,0 4,57
FS3d 2,0 4

FF1 5,42 2,95
FF2 10,78 5,93
FF3 8,48 7,54
FF4 19,1 3,35
FF1d 5,06 12,64
FF2d 4,62 55,41
FF3d 5,53 46,29
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FF4d 6,24 82,05

FL1 3,1 51
FL2 7.5 2,1
FL3 15,2 2,1
FL1d 1,7 9,41
FL2d 3,1 10,3
FL3d 10,6 12,07

FS1: fragdo 0-30% da semente; FS2: fracdo 30-60% da semente; FS3: fracdo 60-90% da semente;
FS1d: fragdo 0-30% dialisada da semente; FS2d: fracdo 30-60% dialisada da semente; FS3d: fracédo
60-90% dialisada da semente; FF1: fragdo 0-30% da folha; FF2: fracdo 30-60% da folha; FF3: fracdo
60-90% da folha; FF4: fracdo 0-80% da folha; FF1d: fracdo 0-30% dialisada da folha; FF2d: fracdo
30-60% dialisada da folha; FF3d: fragdo 60-90% dialisada da folha; FF4d: fracdo 0-80% dialisada da
folha; FL1: fracdo 0-30% da flor; FL2: fracdo 30-60% da flor; FL3: fragdo 60-90% da flor; FL1d:
fragdo 0-30% dialisada da flor; FL2d: fragdo 30-60% dialisada da flor; FL3d: fracdo 60-90% dialisada
da flor.

As fracOes obtidas das folhas, apds dialise, apresentaram as maiores AH e AHE
(Tabela 3 e 4); esses dados permitem sugerir que o tecido das folhas constitui uma excelente
fonte de obtencdo de preparacdes com atividade lectinica para um potencial isolamento. Leite
et al. (2002) estudaram a presenca de lectinas na leguminosa Indigofera suffruticosa, onde a
fragdo obtida por saturacdo salina a 60%, FO-60 dialisada de suas folhas, apresentou AH de
2048 e o teor proteico da amostra foi de 9,1 mg/ml, demonstrando que as leguminosas sdo
espécies importantes em estudos visando o isolamento de lectinas, o que respalda o objetivo
do presente estudo.

A fracdo FF4d, com elevada AH e teor proteico, foi selecionada para ensaios de
caracterizacdo. Ensaios de inibicdo dessa amostra foram realizados utilizando eritrdcitos
humanos tipo A em presenca de diferentes concentracdes de glicose, manose, galactose ou
fucose (Tabela 5). Nas condic¢Ges do ensaio (em placas de microtitulacdo), ndo houve inibigédo
total de AH da FF4d; no entanto, foi determinada a inibi¢do parcial por D-Manose e D-(+)-
Galactose. Ali et al. (2004) mostrou que lectinas purificadas de sementes de Cassia fistula
possuiram afinidade de ligacdo por galactose, glicose e manose, estes carboidratos inibiram a
AH destas lectinas, mostrando similaridade de carboidratos que inibiram parcialmente a AH

da fracdo FF4d no presente estudo.
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Tabela 5 — Inibi¢éo da atividade hemaglutinante utilizando eritrécitos humanos tipo A.

Amostra Carboidrato 1AH

25 mM 50mM 100mM 200mM

D-(+)-glicose gt gt gt gt

FF4d D-Manose 4t 4t 4t 4t
D-(+)-Galactose 4t 4t 4t 4t

D-Fucose g+ g+ g+ g+

A atividade hemaglutinante de FF4d (fracdo 0-80% dialisada da folha) com titulo de 8% AH —

atividade hemaglutinante; IAH — inibicdo da atividade hemaglutinante.

Em eletroforese SDS-PAGE 12 %, FF4d foi revelada contendo varias bandas proteicas
bem definidas, a maioria apresentando acima de 20 kDa (Figura 3). No estudo de Ali et al.
(2004), lectinas purificadas de sementes de Cassia fistula tiveram pesos moleculares entre 37

e 46.5 em SDS-PAGE.
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Figura 3 — SDS-PAGE (12 %) da FF4d (fracdo 0-80% dialisada da folha) obtidas de Cassia fistula.
As setas em sentido vertical indicam as linhas de corrida de FF4d; as linhas de corrida das
extremidades correspondem aos marcadores de peso molecular utilizados (pesos 14.4, 20.1, 30.0, 45.0,
66.0, 97.0 kDa).
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As fragdes FF4d, FF2d (obtidas de folhas) e FL3d (obtida de flores) foram submetidas
a cromatografias de afinidade. Em cromatografias de FF4d em gel de Guar (Figura 4) e em
Sephadex G-50 (Figura 5), proteinas ndo adsorveram em nenhuma das matrizes de afinidade.
Apesar de FF4d ter tido a AH inibida parcialmente por galactose, o suporte gel de Guar nédo
foi eficiente para o isolamento de uma lectina de FF4d por bioafinidade. E possivel observar
0s picos residuais com devidos intervalos (Figuras 4 e 5). Os picos residuais foram

submetidos a ensaio de AH e ndo mostraram atividade.

2,5
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[} 10 20 30 40 50 60
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Figura 4 — Andlise cromatografica da FF4d (fracdo 0-80% dialisada da folha) obtida de Cassia fistula

em gel de Guar. Pico residual com intervalos entre tubo 1 e 19. A seta indica a adicdo da solucéo de

eluicdo (NaCl 1 M).
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Figura 5 — Andlise cromatografica da FF4d (fracdo 0-80% dialisada da folha) obtida de Cassia fistula
em Sephadex G50. Pico residual com intervalo entre tubo 1 e 18. A seta indica a adi¢do da solugéo de

eluicdo (glicina).

Em cromatografias de FF2d (Figura 6) em suporte de Quitina, foi realizada eluicdo
com solugdo de NaCl 1 M em primeiro momento e depois com acido acético 1 M. Em
cromatografias de FL3d (Figura 7) em suporte de Quitina, foi realizada eluicdo apenas com
acido acético 1 M. Proteinas presentes nas duas amostras adsorveram a Quitina, e foram
eluidas do suporte com acido acético, constituindo os picos cromatograficos(PF e, PF2 da
fragdo da folha e PF da fracdo da flor) (Figuras 6 e 7). Um pequeno pico foi obtido da
cromatografia de FF2d, quando foi realizada eluigdo com NaCl 1 M (PF1). E possivel
observar 0s picos residuais e seus intervalos, assim como 0s picos cromatograficos e seus
intervalos (Figuras 6 e 7). Os picos residuais ndo mostraram AH, o que nos permite dizer que

lectinas foram ligadas na coluna cromatogréfica e eluidas ap6s adi¢édo de solucdo de eluicao.
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Figura 6 — Andlise cromatografica da FF2d (fracdo 30-60% dialisada da folha) obtida de Cassia fistula

em Quitina. As setas indicam a adigdo das solucdes de elui¢cdo (NaCl 1 M e &cido acético 1 M).
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Figura 7 — Andlise cromatogréafica da FL3d (fragdo 60-90% dialisada da flor) obtida de Cassia fistula

em Quitina. A seta indica a adi¢do da solugdo de eluicdo (&cido acético 1 M).

Ali et al. (2004) purificaram as lectinas CSL — 1, CSL — 2 e CSL — 3 das sementes de
Cassia fistula. A fragdo da semente precipitada numa saturacdo de 100% foi submetida a
cromatografias sequenciais: cromatografia em gel de filtracdo (Sephadex G-50),
cromatografia de troca idnica (DEAE-celulose) e cromatografia de bioafinidade (coluna

Sepharose 4B). Este trabalho fortaleceu a ideia de que podem ser extraidas e isoladas novas

38



lectinas de outros tecidos de Cassia fistula, como folhas e flores, utilizando metodologias de
purificagdo que culminam em processos cromatograficos, como os realizados no presente
trabalho.

Os picos cromatograficos obtidos por cromatografia de FF2d (resultantes da eluicao
com NaCl 1 M e com &cido acético 1 M, chamados de PF1 e PF2, respectivamente) e da FL3d
(resultante da elui¢cdo com acido acético 1 M, chamado de PL1) foram dialisados (5 horas, 4
°C); em seguida foram submetidos a ensaios de AH e dosagem proteica, apresentando
atividade lectinica e conteudo proteico (Tabela 6). Ap6s cromatografia, estas amostras
apresentaram um aumento significativo de atividade hemaglutinante especifica (AHE). A
FF2d que obteve 46,29 de AHE, ap6s cromatografia e diélise, aumentou para 13.427,6 de
AHE. A FL3d também aumentou AHE de 12,07 para 9.142,8. Esses dados demonstram que

lectinas podem realmente terem sido purificadas nos processos cromatogréaficos utilizados.

Tabela 6 — Atividade hemaglutinante, dosagem proteica e atividade hemaglutinante especifica
dos picos cromatograficos dialisados, obtidos a partir de fracdo 30-60% dialisada da folha
(FF2d) e fragéo 60-90% dialisada da flor (FL3d).

Picos AH com eritrdcitos de AH com Proteinas AHE com
coelho eritrécitos tipo O (mg/ml) eritrécitos de
coelho (AH/mgQ)

PF1 0 0 - -
PF2 5121 5121 0,038 13.437, 6
PL 64t 128 0,014 0.142, 8

FF2d — fragdo 30-60% dialisada da folha; FL3d — fracdo 60-90% dialisada da flor; PF1 — primeiro pico
cromatografico da FF2d; PF2 — segundo pico cromatografico da FF2d; PL — pico cromatografico da
FL3d; AH — atividade hemaglutinante; AHE — atividade hemaglutinante especifica.
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5.1 ENSAIO ANTIFUNGICO

Amostras obtidas de folhas e flores (EB, EBF, FF2d, FF3d, PF2, EBL, FL2d, FL3d e
PL) foram avaliadas quanto ao potencial antifingico de acordo com a metodologia descrita.
Né&o houveram diferengas significativas em relagéo ao controle (testemunha) nos ensaios com
Fusarium solani (dados nédo apresentados). As amostras apresentaram resultados significantes
de inibicdo nos ensaios com Colletotrichum sp.. O EBF e FF2d apresentaram 23,55% e 32%
de inibicdo do crescimento fungico, respectivamente (Tabela 7). Também é possivel observar
o nivel de significancia dos ensaios; FF2d apresentou o melhor resultado significativo (p <
0,05), seguido de EBF (p = 0,17) que foi considerado biologicamente significante (Figura 8).

Tabela 7 — Ensaio antifungico com amostras obtidas de folhas e flores de Cassia fistula.
Média das quintuplicatas, desvio padrdo e porcentagem de inibicdo do crescimento de

Colletotrichum sp.

Test. EBF FF2d FF3d PF2 EBL FL2d FL3d PL
(NaCl
0,15 M)
Meédia(cm) 9 6,88 6,12 7,5 7,4 8,3 8,88 8,44 8,3
DesvioPadréo 0 2,75 12,14 2,61 4,40 1,26 0,04 0,40 0,46
(PIC) (%) - 2355 32 1666 17,77 1,77 1,33 6,22 7,77

Test. — testemunha; EBF — extrato bruto da folha; FF2d — fracdo 30-60% dialisada da folha; FF3d —
fracdo 60-90% dialisada da folha; PF2 — segundo pico cromatogréfico da folha; EBL - extrato bruto da
flor; FL2d - fragdo 30-60% dialisada da flor; FL3d - fracdo 60-90% dialisada da flor; PL — pico

cromatografico da flor; (PIC) — porcentagem de inibigdo de crescimento.
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Na figura 8, observa-se o efeito inibitorio de crescimento de Colletotrichum sp. in
vitro causado pelas amostras EBF e FF2d.

Testemunha

Figura 8 - Atividade antifangica in vitro de amostras lectinicas obtidas de folhas de Cassia
fistula (extrato bruto, EBF; fragdo 30-60% dialisada, FF2d) sobre Colletotrichum sp.

Charungchitrak et al. (2011) obteve resultados similares aos resultados deste estudo;
em seu trabalho foram purificadas lectinas das sementes da leguminosa Archidenron jiringa
Nielsen e estas lectinas mostraram atividade de inibicdo do crescimento de Colletotrichum
cassiicola, fungo fitopatogénico pertencente ao mesmo género do fungo utilizado neste
estudo.

A interacdo especifica das lectinas com glicoconjugados, seja em solucdo ou em
superficie celular, ¢ o mecanismo pelo qual essas proteinas estdo envolvidas em uma
variedade de atividades biologicas, como: adeséo celular, interacdes célula-matriz, apoptose e
citotoxicidade em células e organismos (DANGUY et al., 2002).

Algumas lectinas que ja foram descritas como antifungicas pertencem a classe de
quitinases e a atividade fungicida se deve a sua acédo catalitica sobre a quitina (componente da
parede celular de fungos), provocando alteracbes na morfologia, crescimento anormal,
encurtamento de hifas e até lise celular (NIELSEN et al., 1997; KAWASE et al., 2006;
WONG et al., 2010).
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Também tem sido relatado que a ligagdo das lectinas as células pode resultar em
ativacdo de vias de sinalizacdo o que esta associado com uma variedade de processos, como
modificacdo em vias metabolicas causando problemas no interior do organismo (PEREIRA,
2005).

Algumas amostras lectinicas obtidas nesse trabalho apresentaram afinidade de ligacéo
a quitina; é possivel que o mecanismo de acdo da FF2d (com afinidade & quitina e com
atividade antifangica) na inibicdo do crescimento de Colletotrichum sp. tem relacdo com

mecanismo de ligacdo a quitina (ou outro carboidrato) da parede celular desse fitopatdgeno.
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6. CONCLUSOES

- A planta Cassia fistula revelou ser uma fonte de lectinas, extratos brutos, fraces e picos
cromatogréaficos apresentaram elevados titulos de atividade hemaglutinante e valores de
atividade hemaglutinante especifica.

- As amostras apresentaram capacidade para aglutinar diferentes eritrocitos, revelando

maior afinidade por eritrdcitos glutarizados de coelho.

- InibicOes parciais de atividade hemaglutinante por diferentes carboidratos, obtidas para
fracdo 0-80% dialisada da folha (FF4d) revelaram auséncia de especificidade lectinica a

um ligante, na amostra;

- Todas as amostras revelaram teor proteico e fracdes dialisadas da folha apresentou

elevada atividade hemaglutinante especifica.

- Fracdo 0-80% dialisada da folha (FF4d) revelou conter bandas proteicas, com pesos
moleculares acima de 20 kDa, confirmando que a fracdo obtida de folhas de Cassia fistula

¢ uma fonte lectinica.

- Fracdo 30-60% dialisada da folha (FF2d) e fracdo 60-90% dialisada da flor (FL3d) em
cromatografia de Quitina, apresentaram picos cromatograficos com AH; esses dados
permitem sugerir que 0s picos cromatograficos contém lectinas que possuem afinidade por

N-acetil-glicosamina ou interagem com as cargas presentes na quitina.

- Extrato bruto da folha (EBF) e fracdo 30-60% dialisada da folha (FF2d) possuem
atividade antifungica contra o fitopatdgeno Colletotrichum sp. Essas preparagdes proteicas
podem ser melhor avaliadas e otimizadas para seu potencial uso como um antifingico

natural, no futuro.
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