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RESUMO

Guadua angustifolia Kunth é uma espécie vegetal frequentemente encontrada na Ameérica
Latina que possui diversas aplicacbes como na engenharia civil, ornamentacao, artesanato,
entre outros usos. Essa planta desenvolve-se bem em ambientes tropicais, sendo encontradas
no estado de Alagoas. Atualmente, vem aumentando a pesquisa cientifica para explorar as
propriedades e componentes presentes no bambu. O componente estudado nesse trabalho sdo
as lectinas. Entre varias funcdes dessa proteina ou glicoproteina destaca-se potenciais acoes
inseticida, antimicrobiana, antitumoral e outras. Os colmos da Guadua angustifolia Kunth
foram coletados no Centro de Engenharia e Ciéncias Agrarias (UFAL), secos e triturados. Para
a preparacao do extrato bruto, o p6 foi pesado e homogeneizado em diferentes solugcbes para
selecionar o que possui maior poder de extracdo da proteina alvo e para evitar desnaturacédo, o
sobrenadante foi refrigerado a -20°C. Em seguida, foi efetuado uma precipitacdo salina com
sulfato de amodnio para obtencédo de diferentes concentragfes utilizando 10 mL do extrato,
com o objetivo de eliminar proteinas contaminantes e concentrar as lectinas. A atividade
hemaglutinante e adosagem proteica foram realizadas. A cromatografia liquida foi a etapa de
isolamento dessa macromolécula através da coluna de matriz de quitina da fracdo F0-20% que
contém maior atividade hemaglutinante. Apds a eluicdo em acido acético 1M, um Unico pico
proteico ativo foi obtido. A partir de 10 g do colmo do bambu, foi possivel isolar 0,88 mg da
lectina com um rendimento de 80%. Para verificar o grau de pureza dessa molécula, a amostra
foi submetida ao método de eletroforese em gel de poliacrilamida a 10% nas condi¢Ges nao
redutora e redutora, confirmando a purificacdo da mesma com 18,4 kDa. Essa pesquisa
apresenta a primeira lectina identificada e purificada do colmo de Guadua angustifolia Kunth,
sendo de grande relevancia para estudos futuros sobre o potencial biotecnolégico dessa

biomolécula.

Palavras-chave: Bambu, proteina, purificagao.



ABSTRACT

Guadua angustifolia Kunth is a plant species often found in Latin America that has several
applications such as civil engineering, ornamentation, crafts, among other uses. This plant
develops well in tropical environments, being found in the state of Alagoas. Currently,
scientific research is increasing to explore the properties and components present in bamboo.
The component studied in this work are lectins. Among the various functions of this protein
or glycoprotein, potential insecticidal, antimicrobial, antitumor and other actions stand out.
The stems of Guadua angustifolia Kunth were collected at the Centro de Engenharia e
Ciéncias Agrarias (UFAL), dried and crushed. For the preparation of the crude extract, the
powder was weighed and homogenized in different solutions to select the one with the
greatest power to extract the target protein and to avoid denaturation, the supernatant was
refrigerated at -20°C. Then, saline precipitation with ammonium sulfate was performed to
obtain different concentrations using 10 mL of the extract, in order to eliminate
contaminating proteins and concentrate the lectins. Hemagglutinating activity and protein
dosage were performed. Liquid chromatography was the step of isolation of this
macromolecule through the column of chitin matrix of the F0-20% fraction that contains
greater hemagglutinating activity. After elution in 1M acetic acid, a single active protein
peak was obtained. From 10 g of bamboo stem, it was possible to isolate 0.88 mg of lectin
with a yield of 80%. To verify the degree of purity of this molecule, the sample was
submitted to the 10% polyacrylamide gel electrophoresis method under non-reducing and
reducing conditions, confirming its purification with 18.4 kDa. This research presents the
first lectin isolated and purified from the stem of Guadua angustifolia Kunth, being of great

relevance for future studies on the biotechnological potential of this biomolecule.

Keywords: Bamboo, protein, purification
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1. INTRODUCAO

Estudos que englobam o uso de plantas para a busca por novos tratamentos terapéuticos e
mecanismos capazes de auxiliar nos diagnosticos de diversas enfermidades, ndo sdo
incomuns. (OLIVEIRA, A. 2017) A utilizacdo de compostos extraidos dos mesmos, ja é
presente ao longo da nossa evolucdo, sendo um habito popular recorrer a esses produtos
naturais, podendo assim, obter beneficios a satde. (SILVA, et. al. 2021)

Conhecida popularmente como bambu, Guadua angustifolia Kunth pertence a familia
Poaceae. Muito cultivada no territério brasileiro, essa espécie apresenta grandes valores
econdmicos e ecoldgicos. Os primeiros estudos taxonémicos do bambu, foram realizados em
1806, porém eles j& eram utilizados desde o século XVI. (FERREIRA, R. 2021)

O Brasil possui a maior biodiversidade de bambu das Américas, com 34 géneros e 232
espécies de bambus nativos, sendo muito utilizada pelo homem em diversas atividades, tais
como fonte de alimento, medicamento e energia. Guadua angustifolia Kunth, € uma espécie
nativa da América do Sul e Central, possui um colmo robusto, altoe espinhoso, podendo
atingir 20 m em 120 dias. (ZAPPELINI, 2017)

Estudos mais abrangentes demonstram a importancia da dessa espécie vegetal para a
gastronomia, como o consumo do broto. (FELISBERTO, 2018) E possivel extrair etanol do
amido presente no colmo e a producdo de carvdo vegetal que possui um rendimento proximo ao
da madeira. Apesar de, ndo ser muito utilizado no Brasil comessa finalidade, outros paises
como Asia e Africa ja fazem esse uso. (MIRANDA, 2016)

As nanoparticulas de prata e 6xido de ferro presentes no carvdo vegetal, sdo utilizados
como filtro para purificar agua. (PAIXAO, et al. 2021) Os residuos dos bambus que s&o
desperdicados no momento da colheita foram usados na fabricacdo de carvao vegetal para o

uso domético e uma renda adicional para populacdo. (BRAND, et al. 2020)

Entre a grande variedade de macromoléculas que podem ser encontradas em vegetais,
destacam-se as lectinas, que sdo proteinas de origem ndo-imune, que se ligam especificamente
e reversivelmente a carboidratos através de pelo menos um sitio de ligacdo, podendo aglutinar
células vegetais, animais, precipitando polissacarideos e glicoconjugados. (PROCOPIO et al.,
2017)

Elas apresentam diferentes formas, tamanho, volume, podendo ser encontradas em diversos
organismos. Varios grupos de pesquisa tentam compreender suas caracteristicas estrutural

elucidando seu mecanismo de agédo. (FIRMINO, 2018)
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Assim, esses estudos buscamisolar a essa biomolécula, analisando sua especificidade e
suas funcgdes, que sdo de suma importancia para as areas farmacéuticas, agronémicas, medicas
e bioldgicas. Como exemplos de atividades, temos fatos de resisténcias em vegetais, triagem

sanguinea, combate aos microrganismo entre outras funcionalidades. (FREITAS, 2016)

Desde a descoberta, lectinas de plantas tém se destacado na historia cientifica das proteinas.
(PAIVA et al. 2012) Em vegetais é possivel encontra-las nas sementes, folhas, caules e raizes,

podem variar em quantidade de acordo com a espécie e tecido. (FAVERO, 2019)

O presente trabalho tem como objetivo isolar uma lectina do colmo da Guadua

angustifolia Kunth e realizar a purificacdo da mesma para investigar a sua aplicabilidade.



2. FUNDAMENTAGAO TEORICA
2.1. Guadua angustifolia Kunth
2.1.2. Histdrico geral e classificacdo

O termo bambu foi introduzido pelo naturalista sueco Carlos Lineo, que adotou a
terminologia mambu ou bambu. Acredita-se ainda que a palavra bambu tenha essa
denominacdo, pelo som do estouro dos colmos: bam-boo. (GRECO E CROMBERG, 2011) A
origem dessa planta foi no periodo Cretaceo, mas para civilizagio teve inicio na Asia. Na
China usam o bambu de vérias formas, por exemplo, pontes de bambu, agricultura, artesanato e
outros. (CARVALHO, et al. 2021)

Algumas espécies desse organismo vegetal foram introduzidas no tempo da colonizagédo
pelos portugueses. Os principais géneros foram a Bambusa e a Dendrocalamus. J& 0s
emigrantes asiaticos introduziram outros géneros no Brasil, que foram o Sasa e o
Phyllostachys. (LEMOS, 2019)

Dos géneros de bambus introduzidos no Brasil, os mais conhecidos e utilizados para
diversas atividades sdo o Bambusa, Dendrocalamus e Guadua. Os nativos sdo mais usados para
ornamentacdes, 0s mais comuns sdo Bambusa vulgaris (Bambu-verde), Dendrocalamus
giganteus (Bambu-gigante), Phyllostachys (Bambu-Chinés) e outros. (ROSALINO e VALLE,
2017)

O bambu faz parte da familia Poaceae, pertencendo a subfamilia Bambusoideae, possuindo
cerca de 50 géneros e 1250 espécies, que se encontram em regides temperadas, tropicais e sub-
tropicais. Esses géneros classificados como herbaceos (ornamentais) e lenhoso. (RUSCH,
HILLING e CEOLIN, 2018)

A espécie Guadua angustifolia Kunth foi descrita pelo alemédo Karl Sigesmund Kunth em
1822 e a denominou de Guadua, que é uma palavra indigena, que significa “folha estreita”.
(MINKE, 2010)
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Figura 1. Distribuicdo geografica da Guadua angustifolia Kunth no territorio brasileiro.
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Fonte: Adaptado de Shirasuna, 2015.

2.1.3. Caracteristicas Morfoldgicas

A Guadua angustifolia Kunth, é uma espécie adaptavel a ambientes com temperaturas
tropicais, demonstrando um grande desenvolvimento e crescimento, entretanto, em

temperaturas baixas, a mesma tem crescimento lento. Tem seu caule espesso, tendo valor

econdmico muito elevado. Asim, suas utilizados sdo comuns em areas como paisagismo,

jardinagem, producdo de papéis, industrias quimicas e farmacoldgicas. (RUA, et al. 2021)

O bambu apresenta formas morfoldgicas caracteristicas, como a presen¢a de colmos,
rizoforos, folhas e galhos. Os colmos sdo formados por nés e entren6s, dependendo da espécie
aespessura e dimensdes podem alterar, no caso da espécie Guadua angustifolia Kunth, tem
seu colmo com variagdo na altura em até 30 m e apresentando um didmetro na espessura da
parede de até 20 cm, comparado com outras espécies. (DRUMOND e WIEDMAN, 2017)

O colmo dessa espécie apresenta uma estrutura sélida e a partir dela é possivel realizar
identificacdo taxondmica, havendo na sua formacgdo grande diversidade de células, cortex e
medula. Os feixes vasculares s&o essenciais na estrutura do mesmo, tendo como fungéo nutrir
e sustentar toda estrutura dessa planta. (ECHEVERRI e GARCIA, 2018)

A Guadua angustifolia Kunth, se integra ao um grupo de bambus que possuem rizoforos
consistentes com raizes na parte inferior chamadas de paquimorfos por serem curtas e grossas.
A maioria das gemas presentes no rizoma praticamente ndo se desenvolvem, porém, a gema
apical é a responsavel pela formacao do colmo denso e resistente. (ARAUJO, 2015; PONCE,
etal . 2016)

13



Figura 2. Espécie de Guadua angustifolia Kunth
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Fonte: Adaptado de American Bambo Society, 2022.

Figura 3. Rizoma paquimorfo presente na espécie Guadua angustifolia Kunth

Fonte: Adaptado de Garcia, 2021.
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2.1.4. Aplicagbes da Guadua angustifolia Kunth

A Guadua angustifolia Kunth apresenta crescimento rapido, com pouca exigéncia em
relacdo a clima e solo, uma estrutura leve e resistente, torna-se uma alternativa viavel para
utilizacdo nas construcdes de casas, prédios, catedrais, pontes, escadas e varandas. (EFFTING,
2017)

Por se tratar de um produto natural, o mesmo pode ser consumivel em sua forma de broto
como alimento saudavel em diversos paises. Alguns exemplos como Filipinas e paises da Asia,
aproveitam esse recurso rico em fibras e aminoacidos. (CADENA, 2018) A partir de residuos
do colmo da Guadua angustifolia Kunth, é possivel a cria¢cdo de um vinagre com componentes
antioxidantes, aromas e acdo medicinal para diversas doencas, como alergias, diabetes e outras.
(SANTILLAN, 2019)

Guadua angustifolia Kunth € uma das espécies tropicais que foram identificadas como
tendo grande potencial para fixar diéxido de carbono atmosférico, adquirindo importancia para
o reflorestamento e a busca de solucdes para o aquecimento global. (BOTAO, 2020) Os

bambus contribuem para mitigar o efeito estufa por meio do processo de fotossintese, onde o

COz2 e transformado em produtos como celulose e amido. (SANTOS, A. 2016)

Outra aplicacdo estudada de Guadua angustifolia Kunth é como fonte de energia, podendo
ser tratada usando processos termoquimicos (combustdo, pirdlise e gaseificacdo). Assim, este
recurso natural pode ser convertido em uma fonte de energia de valor para comunidades rurais
isoladas na Colémbia. (CAMPQOS, 2017) A composicdo inorganica de Guadua angustifolia
Kunth, que contém altas concentracdes de potassio, desempenha um papel importante na forma
como ocorre sua oxidagdo, o que tem influéncia significativa na escolha do processo mais

adequado para sua valorizagdo. (ARDILA, 2020)

Carbono ativado e nanoplacas de carbono produzidas a partir dessa espécie vegetal,
possuem uma interessante aplicacdo na industria quimica e eletronica por apresentarem
caracteristicas fisico-quimicas importantes, como a interacdo de sais eletroliticos NaCl e KCI.
(BRITO, 2020) O o6leo de alcatrdo de bambu, recuperado como produto secundario durante o
processo de carbonizagdo, tem valor medicinal significativo devido as duas atividades
antibioticas e antioxidantes. (PAULINO e AFONSO, 2021)
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Folhas de Guadua angustifolia Kunth sdo descritas para o tratamento de diarreia.
(SANTOS, R. 2016) Compostos fitoquimicos correspondentes a alcaléides, fendis, flavonoides,
terpenos, saponinas triterpénicas e esteroidais foram detectados no extrato etanolico de Guadua
angustifolia Kunth. (DINIZ, 2020)

2.2. Lectinas
2.2.1. Historico das lectinas

Stilmark em 1888, realizando estudos com a planta Ricinus communis (mamona), observou
uma proteina no extrato e a denominou de ricina, a mesma tinha a capacidade de aglutinacédo
em eritrécitos. Outra proteina foi observada da planta Abrus precatorius (jeriquiti) por Hellin
em 1889, recebendo o nome de abrina, que também possui acdo de aglutinagdo em células
sanguineas. (ALMEIDA, 2017)

A ricina é uma proteina citotoxica, muitas vezes foi utilizada como arma bioldgica em
guerras e atentados terroristas por sua elevada toxicidade, facil obtencdo e disseminagéo, sendo
de alto risco para os seres humanos. (RAFFAGNATO, 2020) A abrina é uma fitotoxina e sua
toxicidade varia de acordo com sua dosagem, se tornando de grande interesse para area
farmacéutica. (COSTA, 2018)

O pesquisador chamado Paul Ehrlich efetuou estudos com ricina e abrina, assim,
possibilitando a criacdo de conceitos imunoldgicos como a especificidade de
antigenos/anticorpos, entre outros estudos de extrema relevantes até os dias atuais. Nem todas
as lectinas sdo toxicas. Em 1907, Ladsteiner e Raubitscheck conseguiram observar pela
primeira vez lectinas ndo toxicas em varias leguminosas, estimulando a busca por novas lectinas
e seus potenciais. (FARIAS, 2020)

Os estudos relacionados com a hemaglutinacdo dos grupos sanguineos ABO, foram
realizados pelos pesquisadores Renkonen (1948), Boyd e Requera (1949), mas também por
Watkins e Morgan (1952 e 1953) Os responsaveis por descobrirem a interacdo das lectinas
com acgucares, foram Sumner e Howell em 1936, a partir da lectina da Canavalia ensiformis,

observando a aglutinagéo dos eritrocitos. (SALES, 2019)
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Em 1980, Goldstein descreveu lectinas como moléculas ndo-imunes capazes de interagir
com carboidratos ou glicoproteinas, assim acontecendo aglutinacdo de células ou precipitacdo
de glicoconjugados. (VIANA, 2021)

Anteriormente, acreditava-se que essas proteinas eram obtidas apenas em organismos
vegetais, mas com 0s avancos tecnoldgicos foi possivel registrar a presenca dessas mesmas

em animais, sendo esses invertebrados ou vertebrados. (DUARTE, 2018)

2.2.2. Classificacéo e potencial bioldgico das lectinas

As lectinas sdo subdivididas em quatro grupos, o primeiro € formado pelas merolectinas
gue nédo apresentam capacidade de aglutinar células, sendo composta por apenas um dominio
de ligacgéo, realizando processos de precipitagéo de glicoconjugados. (SILVA, 2017)

As hololectinas possuem dois dominios com capacidade de reconhecer carboidratos
homologos, conseguindo aglutinar células e precipitar glicoconjugados. As quimerolectinas
sd0 compostas por um ou mais dominios, podendo 0s mesmos serem enzimaticos e o Gltimo
grupo das lectinas € denomina de superlectinas, tendo dois dominios, porém, reconhecendo
carboidratos diferentes. (NETO, 2020)

Figura 4. Classificacdo estrutural das lectinas

e y

Merolectinas Hololectinas
Superlectinas Quimerolectinas
Carboidrato

) ) Sitio de ligagio a carboidrato
’ Sitio catalitico

Fonte: Adaptado de Santos, M. A. 2020

Essas proteinas podem ser classificadas em tipo I, em que o dominio de ligacdo €
homologo a grande e variada superfamilia de imunoglobulinas, agindo como moléculas de
adesdo celular. Algumas delas sdo do tipo P, com capacidade de capturar residuos e encaminha-
los para serem eliminados. As lectinas do tipo S tém capacidade de inibir as atividades

bioldgicas através da oxidacao, sendo possivel encontra-las na regido intracelular e extracelular.

Ja as do tipo C foram as primeiras a serem encontradas em animal e a mesma mantém uma

peculiaridade ao longo da evolucdo, que é serem encontradas extracelularmente e soltveis no
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plasma, efetuando vérias acbes e entre elas esta a capacidade de hemaglutinacdo. (JUNIOR,
2019)

Essas macromoléculas apresentam a grande capacidade de hemoaglutinacao,
principalmente pela sua carateristica estrutural que € a presenca de sitios de ligacdo para
carboidratos, acontecendo assim a aglomeracdo dos eritrécitos. As mesmas se ligam a agUcares
especificos presentes na membrana dos eritrocitos, alguns exemplos dos agucares mais comuns,

s&0 a sacarose, manose, frutose e outros. (LOSSIO, 2016)

Algumas pesquisas anteriores, demonstram a capacidade de lectinas vegetais de
hemaglutinar hemacias do grupo ABO, importante para a diferenciacdo das mesmas, porque

essas proteinas podem aglutinar grupo sanguineo especifico. (OLIVEIRA, 2018)

Varios insetos causam danos as plantacGes importantes para o agronegécio. Como exemplo,
temos o Sitophilus zeamais. Estudo presente na literatura relata que as lectinas tem potencial
inseticida, quando o mesmo as ingerem. (ALBUQUERQUE, et al. 2020)

Essas proteinas também sdo capazes de atuar em nematdide de pequenos ruminantes,
comoum dos mais importantes temos o Haemonchus contortus. Podendo assim essa proteina
inibir o desenvolvimento desse parasita, que leva prejuizo na producdo ou morte do animal.
(BATISTA, et al. 2018)

Essas biomoléculas tem acdo antiparasitaria sobre o género Leishmania, tendo acdo sobre
a principal forma de vida que sdo as promastigotas. As espécies desse género tém a perda da
viabilidade e levando a morte. (FLEURI, 2019)

O Trypanosoma cruzi € um parasita que ndo afeta somente seres humanos, mas também
uma grande gama de outros mamiferos, que servem de reservatorios para a sobrevivéncia do
mesmo. Essas moléculas mostraram-se eficazes na agdo antiparasitaria, fazendo com que tenha
inibicdo da proliferacdo da forma de vida epimastigotas e reducdo da viabilidade celular.
(ARAUJO, et al. 2021)

Os liquens também apresentam lectinas, que sdo capazes de atuar contra bactérias que
causam diversos problemas aos seres humanos. Entre essas bactérias que foram testadas para
observar a acdo dessas proteinas, destacam-se Staphylococcus aureus, Escherichia coli e
outros. (ALEXANDRA, 2017)

Essas proteinas isoladas de sementes de variaveis plantas, também j& demonstraram
potencial de inibir acGes importantes para o desenvolvimento e sobrevivéncia de diferentes

grupos de bactérias que sdo capazes de causar doencas da saude publica. (JORGE, 2017)

A formacdo de biofilmes bacterianos, proporcionam que as bactérias tenham maior
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resisténcia a antimicrobianos e assim consigam proliferar em diversos ambientes, sejam eles
hospitalares, industriais ou no préprio individuo causando vérias doencas. Essas biomoléculas
possuem acdo sobre esses biofilmes nas formas planctonicas, que é a forma que causa maiores
problemas. (MOURA, 2019)

As lectinas também tiveram efeitos positivos sobre a linhagem de gliomas, que sdo
tumores cerebrais. Essas proteinas causaram diminuicdo da acdo da mitocdndria, inducéo da
morte dessas células neoplésicas e autofagia. (MANN, 2018) Na literatura existe estudos que
associacdo essas macromoléculas com nanossistemas, como a encapsulacdo em lipossomas
qgue amplifica o potencial dessa proteina contra sarcoma, podendo assim ser uma técnica para
estudos de tratamentos contra neoplasias. (RAMOS, 2019)

Tabela 1. Descri¢do dos potenciais biologicos das lectinas isoladas de plantas

Tecido Espécie Potencial Fonte
Bioldgico
Rizoma Microgramma vaciniifolia Inseticida Albuquerque, et al.
2020
Inflorescénci Alpinia purpurata Antimicrobiano Ferreira, 2018
a
Semente Canavalia brasiliensis Antiparasitario Batista, et. al.
2018
Semente Dioclea reflexa Antitumoral Wolin, 2017
Casca Genipa americana Antifungica Costa, 2018
Folha Bauhinia monandra Antiinflamatéria Evangelista, 2018
Caule Plectranthus barbatus Mitogénica Freitas, 2017
Raiz Apodanthera congestiflora Antioxidante Videres, 2017

Fonte: Elaborado pela autora com base nas referéncias, 2022.
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Isolar e purificar uma lectina no colmo da Guadua angustifolia Kunth.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Avaliar qual o melhor meio de extracéo entre as solu¢des de NaCl 0,15 mM, Tris-HCI 50
mM pH 8,0 e fosfato de sodio 50 mM pH 8,0.

e Obter uma preciptacdo proteica realizando uma pré-purificacdo com sulfato de sodio.
e Avaliar a presenca da proteina no extrato do colmo a partir da atividade hemaglutinante.

o Verificar a especificidade dessa macromoléc ula com a método de inibicao frente a

carboidratos/glicoproteinas.
e Purificar a lectina a partir da cromatografia liquida por afinidade de quitina.

e Determinar o grau de purificacdo quanto a massa molecular, utilizando eletroforese em
gel de Poliacrilamida 10% (SDS-PAGE).



4. METODOLOGIA

4.1. Obtencéo das amostras Guadua angustifolia Kunth e sua identificacio

Os colmos da Guadua angustifolia Kunth foram coletados de plantas em cerca de um ano
existente do Banco de Germoplasma do Centro de Engenharia e Ciéncias Agrarias (CECA) da
Universidade Federal de Alagoas (UFAL), localizado no km 85 da BR 101 Norte, no
municipio de Rio Largo, no Campus Delza Gitai. As amostras foram coletadas no turno da
manhd, retiradas as folhas e transportadas em depositos plasticos até o laboratério de
Metabolismos e Protedmica (LAMP).

Da mesma planta onde extraiu-se 0 colmo necessarios para a obtencdo do extrato bruto,
coletou- se uma amostra da espécie vegetal para identificacdo e deposicdo de exemplar no
repositorio Registro n® 650103 do Herbario MAC do Instituto de Meio Ambiente (IMA) do
Estado de Alagoas. A planta selecionada apresentava em sua estrutura todos os requisitos
necessarios paraa devida identificacdo (colmo, ramos secundarios com folhas e espinhos). As
amostras coletadas foram conduzidas ao Laboratdrio de Metabolismo e Proteémica (LAMP),
retiradas as folhas, o colmo foi mantido a temperatura ambiente durante 10 dias para secagem.
O material vegetal seco foi triturado com auxilio de um moinho de facas e peneirado (8

mesh).

4.2. Preparo do Extrato Bruto do colmo da Guadua angustifolia Kunth

Para o preparo do extrato bruto, foi pesado 10 g de p6 extraido do colmo do bambu, pesado
em balanca analitica (Marte AY220) e foi exposto a diferentes meios de extracdo: Tampao
TrisHCI 50 mM pH 8,0 (50 mL), tampao fosfato pH 7,2 e cloreto de sddio 0,15 M para
selecdo domelhor meio contendo maior nimero de proteinas totais.

Para cada analise, a solucdo de extracdo foi mantida sob agitacdo constante durante 16
horas a temperatura de 4°C (agitador magnético IKA IKAMAG C-MAG H57), para evitar
desnaturacdo das proteinas contidas no meio de extracdo. Ao término, o extrato foi
centrifugado (HERMLE- Z236K) por 15 min a 15000 xg a 4° C para retirada do material
particulado do meio, em seguida o sobrenadante foi armazenado em tubo falcon 50 mL para
submissdo das proximas andlises seguinte. Esse processo foi de suma imporancia para

avaliarmos qual meio consegue extrair a maior quantidade de proteinas do material vegetal.
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4.3. Precipitacdo com Sulfato de Aménio (NH4)2SO4 a Partir do Extrato da Guadua
angustifolia Kunth

Apos a certificacdo da presenca de lectina no extrato bruto obtido a partir do colmo da
Guadua angustifolia Kunth, realizou-se uma precipitacdo salina com sulfato de aménio como
forma de pre-purificagdo, eliminando parte das proteinas contaminantes e concentrando a
atividade lectinica. O fracionamento aplicado foi realizado em diferentes etapas de
precipitacdo submetendo a amostra a centrifugacdo refrigerada a 15000 xg (HERMLE-
Z236K) a 4°C por 15 min.

O volume inicial de extrato utilizado para a precipitacdo foi de 10 mL. Durante a adicao
do sal, tomou-se a precaucdo de que este procedimento fosse realizado de forma paulatina, e
sob baixa agitagdo, visando uma solubilizacdo uniforme, e uma maior separacéo das proteinas
em funcdo do grau de solubilidade. Ap6s a precipitacdo, as amostras coletadas foram
submetidas ao teste de atividade hemaglutinante, para verificar em qual fragdo estaria

concentrada a lectina.

4.4.Teste de hemaglutinacao

O ensaio de atividade hemaglutinante (AH) foi realizado em placas de microtitulacdo de
acordo com a metodologia descrita por Paiva e Coelho (1992). Aliquota (50 pL) da amostra
foi diluida serialmente em NaCl 0,15 M antes da adi¢cao de 50 puL de suspensao (2,5 % v/v) de
eritrocitos de coelho. A AH (titulo-1) foi expressa como o inverso da maior diluicdo da amostra
que promoveu hemaglutinacdo. AH especifica (AHE) foi definida pela razédo entre o titulo e a

concentragédo proteica (mg/mL).

4.5. Teste de Inibicdo a Carboidratos e Glicoproteinas

A inibicdo da AH foi avaliada utilizando carboidratos e glicoproteinas como descrito por
Carvalho et al. (2015). Aliquotas de 50 uL. da amostra foram submetidas a incubacao inicialem
solugéo de carboidrato dissolvido em NaCl 0,15 M durante 15 minutos. Em seguida foram
adicionadas 50 pL de suspensao de eritrocitos (2,5 % v/v) nos pogos de microtitulagdo e
incubadas por um periodo de 45 minutos.

Uma aliquota de 50 uLL da amostra diluida serialmenteem igual volume de solucéo salina
de NaCl 0,15 M incubada com 50 uL de suspensdo de eritrécitos de coelho foi usado como
controle positivo. As concentracdes de solugdes inibidorasforam 0,2; 0,1; 0,05 e 0,025 M para
carboidratos D — Galactose, D — Glicose, Maltose, Fucose, Ribose, Raminose, Glicopiranose,
Piranose, D — Frutose, D — Arabinose, D — Lactose, Manose, N-acetil-monosamina, N-acetil-
glicosamina, N-acetil-galactose ¢ 500, 250 e 125 pg/mL para glicoproteina (fetuina) valores



pré-estabelecidos de acordo com Gomes et. al. (2013). A inibigdo € quantificada em razdo da

reducdo da AHE quando comparado com o controle negativo.

4.6. Dosagem Proteica

A concentracdo da proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976), usando
albumina de soro bovino como padréo (250- 0,009 ug/mL). Para isso foram tomados 10 uL das
amostras (extrato bruto e fragdo) diluidas (1: 10), e 190 uL de reagente de Bradford.
Posteriormente as amostras foram incubadas por 5 min, e medido a absorbancia a 595 nm. As

unidades correspondentes sdo (mg/mL) de proteina.

4.7. Cromatografia Liquida

Para a etapa de isolamento da lectina, inicialmente, foi utilizado a fracdo contendo a
maior atividade hemaglutinante obtida a partir da etapa de pré-purificacdo do fracionamento
salino (precipitado 20%) foi aplicada em uma coluna cromatografica de afinidade (10 x 2,5 cm)
em matriz de quitina. Previamente hidratada com NaCl 0,15 M, seguida de 40 mL de tampé&o
de equilibrio Tris-HCI pH 8,0 50 mM, a um fluxo de 0,2 mL/min em 2,0 volumes de coluna.
Em seguida 20 mL de Tris-HCI + NaCl 0,5M pH 8,0, 20 mL de &cido acético 0,5 M e 20 mL
acido acético 1 M sendo coletadas fracdes de 2 mL, a 25°C.

As amostras coletadas foram lidasa 280 nm (espectro) e avaliadas quanto a atividade
hemaglutinante (AH) e dosagem proteica. As fragdes que apresentaram maior atividade
hemaglutinante foram dialisadas separadamente em membrana semipermeéavel contra solucéo
de tampdo Tris-HCI pH 8,0 a 4° C durante 03 horas para remoc¢do do acido acético das
amostras. Ao término do procedimento foi realizado sua capacidade de hemaglutinar hemaécias
de coelho, calculado AHE e em seguida submetida aetapa de visualiza¢do de bandas proteicas

utilizando eletroforese.
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4.8. Eletroforese em gel de Poliacrilamida descontinuo e desnaturante (SDS-PAGE)

O maior pico proteico mostrado através do cromatograma foi 0 que coincidiu com a maior
atividade hemaglutinante foi submetido a eletroforese para confirmar o grau de pureza da
amostra utilizando gel de poliacrilamida (PAGE) contendo dodecilsulfato de sédio (SDS-
PAGE) usando um gel a 10 % (p/v) sob condi¢do ndo redutora e redutora em presenga de [3-
mercaptoetanol (LAEMMLI, 1970). Assim como foi aplicado em gel os padrées de massa
molecular (2,5-200 kDa, Invitrogen).

As bandas de polipeptidios foram coradas com Coomassie Brilliant Blue (0,02 %, v/v) em
acido acético a 10 % (v/v). por 4hs e em seguida revelado comsolucdo descorante (10 % &cido

acetico, 40% de metanol e 50 % agua mili-Q).
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1. Meio de extracdo e quantificacdo proteica do extrato da Guadua angustifolia Kunth

A escolha do meio e as condicdes de extracdo devem ser selecionadas a fim de obter
maiorsolubilizacdo da biomolécula-alvo em sua forma ativa em solucdo extratora. Dentre 0s
meios estudados o Tris-HCI 50 mM pH 8,0 apresentou maior eficiéncia ao ser observado que,
em 10gde p6 colmo do bambu obteve-se uma maior quantificacdo de proteina total (29,5
mg/mL) e uma AHE de 108,47 (Tabela 2).

Tabela 2. Teste hemaglutinante e quantificacdo proteica do extrato.

MEIO DE EXTRAGCAO PROTEINA (MG) AH AHE
Tris-HCI 50 mM pH8,0 0,59 64 108,47
NaCl 0,15M 0,13 8 60,15
NAH:PO;0,5 M pH 7,2 0,15 8 52,28

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Vaérias pesquisas encontradas na literatura utilizacdo o Tris-HCI como meio principal de
extracdo proteica em diversas espécies vegetais. Entre os diversos exemplos do uso desse meio,
0 mesmo foi usado em pesquisa para a extracdo dessa macromolécula de leguminosas das
espécies Puerariamontana, Parkia platycephala e Mimosa caesalpiniaefolia. (SILVA, 2018)

Ferreira (2017) também conseguiu isolar de outra leguminosa denominada de B. pulchella
BENTH, uma lectina usando Tris- HCI 0,1 M pH 7,1. Tendo sido o melhor tampédo de

extracao proteica para esse estudo.

Sousa (2017) realizou uma pesquisa interessante com diversas espécies de leguminosas, a
mesma utilizou o Tris-HCI 0,1 M como um dos meios para extracdo de proteinas. Um
dos género de leguminosas usados no trabalho foi o Stryphnodendron, conhecido
popularmente como barbatimdo. Os resultados foram positivos com a extracdo dessa

biomolécula que tem potencial hemaglutinante.

Outro exemplo interessante € o do Nascimento (2021), que isolou essa proteina de duas
espécies de algas marinhas. A lectina da alga marinha vermelha Solieria filiformis foi
denominada de SLf e a lectina da alga marinha verde Caulerpa cupressoides foi denominada

como LCc, ambas foram extraidas wusando TRIS-HCI 25 mM pH 7,5
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5.2. Teste de inibicdo frente a carboidratos e glicoproteinas com material vegetal da

Guadua angustifolia Kunth

Dentre os carboidratos e glicoproteinas testados, 0 monossacarideo N- acetilglicosamina,
o dissacarideo maltose e a glicoproteina fetuina inibiram a atividade hemaglutinante da amostra
estudada, realizando uma reducdo da AH de 64 para 2. Os demais carboidratos testados ndo
inibiram (NI) a atividade hemaglutinante (Tabela 3). O resultado confirma a presenca de lectina

no extrato. A fetuina € uma glicoproteina que contém N-acetil-glicosamina na sua regido

glicidica. (NOLASCO E OCHOA, 1984)
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Tabela 3. Teste de inibicdo da AH presente no extrato bruto por carboidratos e glicoproteinas.

DO EXTRATO

LIGANTE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE
D-Frutose NI
D-Ribose NI
D-Glicose NI
D-Arabinose NI
D-Fucose NI
D-Galactose NI
D-Manose NI
Raminose NI
Piranose NI
Glicopiranose NI
N-acetilglicosamina 2
N-acetilmonosamina NI
N-acetilgalactosamina NI
D-Maltose 2
D-Lactose NI
Fetuina (glicoproteina) 2

Fonte: Elaborado pela autora, 2022. NI: N&o inibiu



Na literatura, é possivel encontrar pesquisas que demonstram a capacidade da fetuina de
se ligar com as lectinas vegetais. Essa macromolécula foi isolada das sementes de
Platypodium elegans (PELa), apresentou afinidade com a glicoproteina fetuina, que
proporcionou a inibicdo (ARARIPE, et al. 2017)

Santos (2018), realizou em sua monografia uma caracterizagdo parcial de uma proteina
extraida do género Camptosema rubicundum HOOK e ARN., obtendo em seu resultado a
inibicdo da atividade hemaglutinante com a glicoproteina fetuina. Brito (2018) trouxe em sua
dissertacdo a purificacdo, caracterizacdo e atividade imunomoduladora de lectina obtida da
Alpinia purpurata, popularmente conhecido como gengibre vermelho, que apresentou uma

especificidade com carboidratos complexos, sendo um desses a fetuina.

O N-acetil-glicosamina, € um carboidrato que ao se ligar com essa biomolécula, pode
desencadear diversas atividades bioldgicas. Outra curiosidade desse carboidrato, é que a
quitina (o0 segundo polimero de maior abundancia na natureza) é formada por N-acetil-
glicosamina, fazendo parteda composicdo exoesqueleto de insetos, parede celular de fungos,
conchas e ovos de nematddeos. (SANTOS, 2021)

Oliveira, M. (2017), traz um relato importante de uma pesquisa com o0 extrato das
sementes da Lonchocarpus sericeus e Lonchocarpus araripensis. A macromolécula presente
em ambas, apresentou uma afinidade com o N-acetil-glicosamina, desencadeando uma
resposta anti-inflamatéria. Oliveira (2018), demonstrou em sua pesquisa a ligacdo da proteina
da Myracrodruon urundeuva com o carboidrato N-acetil-glicosamina, apresentando uma acéao

bactericida contra S. aureus, E. colli e Streptococcus.

A causa pelo qual os demais carboidratos ndo apresentarem inibi¢do, possivelmente foi

ocasionado pela ndo-especificidade da molécula ao carboidrato.

5.3. Fracionamento salino do extrato da Guadua angustifolia Kunth

Ap0s a definicdo do meio de extracdo com maior capacidade de obtencdo da lectina, essa
amostra foi submetida ao processo de fracionamento salino como sulfato de aménio, como pode

ser observado na tabela 4.
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Tabela 4. Concentracdo e AHE das fragbes oriundas do fracionamento salino com sulfato de
amonio (NH4)2SO0a4.

AMOSTRA PROTEINA (MG) AH AHE
Extrato 29,565 64 108,47
F1- FO-20% (precipitado) 1,653 128 387,87
F2- F20-40% (precipitado) 0,980 - -
F3- F40-60% (precipitado) 0,708 - -
F4- F60-80% (precipitado) 0,551 - -
F5 — F80-100% (precipitado) 0,398 - -

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

AH: atividade hemaglutinante. AHE: atividade hemaglutinante especifica.

Apds as etapas realizadas de fracionamento salino foi possivel observar que a AHE ficou
concentrada na fracdo 20%, obtendo um acréscimo 3 vezes maior quando comparada ao

material de partida (extrato).

O sulfato de aménio apresenta uma alta solubilidade e promove a remocao da camada de

solvatacao de proteinas resultado em precipitacdo, sendo importante para concentrar a amostra

e realizar a pré-purificacdo. Acredita-se que esse processo tenha contribuido também para

eliminacdo de compostos do metabolismo secundario, que ficaram no sobrenadante.
(SANTOS JUNIOR, et al. 2017)

Entre os diversos trabalhos na literatura que utilizam esse método de fracionamento
salinocom sulfato de amdénio, podemos citar Chicuta (2019), que utilizou essa metodologia
para eliminar as impurezas no método de fracionamento e consequentemente realizar uma

purificacdo da lectina presente na semente da Crotalaria stipularia.

O mesmo processo foi apresentado por Lobo (2020), realizando fragdes proteicas de folhas
de Tabebuia aurea. Em seguida, o0 mesmo observou a atividade lectinica presente nessas

fracdes e ensaios para avaliar o potencial antibiofilme.

Podemos observar na pesquisa de Santos, M. A. (2020) que o extrato bruto de prépolis
vermelha, foi fracionado com sulfato de aménio e obteve um resultado satisfatério com a fragéo

0-20%, que apresentou 42,04 mg/ml de proteinas.
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5.4. Purificacdo da lectina por cromatografia de afinidade

Como a AH do extrato foi inibida por N-acetil-glicosamina, a matriz de quitina, um
polissacarideo composto por N-aceil-glicosamina foi escolhido para purificagdo da mesma.

A lectina foi purificada com uma Unica etapa de cromatografia em coluna de quitina,
equilibrada com Tris-HCI 50 mM pH 8,0, sendo possivel observar a formagdo de um Unico pico
proteico com atividade hemaglutinante eluido com &cido acético 0,5 M (Figura 5). A amostra ao
ser submetida ao ensaio de AH apresentou um titulo com um valor de 32 e apds a dialise de2
horas em Tris-HCI 50 mM pH 8,0.

Com rendimento total de 80%, a lectina purificada apresentou uma AHE de 2935,80
HAU/mg. A partir de 10 g do colmo do bambu foi possivel isolar 0,88 mg de GaL com um
rendimento de 80% e um fator de purificacdo de 7,5 vezes em relacdo ao extrato bruto. A partir
do perfil de eluicdo da lectina, foi obtido um pico com uma AH de 32 unidade de

hemaglutinacéo. (Tabela 5).

Tabela 5. Purificagdo da lectina do colmo da Guadua angustifolia Kunth (GaL).

AMOSTRA PROTEINA  AH AHE FATORDE REDIMENTO
TOTAL (HAU/mg) PURIFICACAO (%)
(mg)
EXTRATO 29,564 64 108,47 1 100
BRUTO
F 20% 1,653 128 387,20 1,0 20
GaL 0,88 32 2935,80 75 80

Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

AH: atividade hemaglutinante. AHE: atividade hemaglutinante especifica. HAU/mg:

unidade de atividade hemaglutinante especifica/miligrama.

A cromatografia apresentou boa resolucéo, obtendo um pico em absorbancia a 280 nm

na mesma regido que apresentou atividade hemaglutinante, entre as fraces 34 a 50.

A metodologia de cromatografia em coluna de quitina € bem estabelecida e bastante
usada para purificacdo de lectinas. Com base na literatura, podemos citar Correia (2019) que
utilizou esse método para purificar uma macromolécula denominada de DelL da semente de D.
ecastophyllum (L.) Taub. Valentim (2017) também utilizando o método de afinidade de
quitina e conseguiu purificar uma proteina chamada de Cramoll, que é isolada da semente de

Cratylia mollis.
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Outros trabalhos encontrados na literatura também foram bem sucedidos com o uso da
cromatografia liquida de quitina, como Silva (2019), que extraiu uma lectina da sarcotesta da
romé& chamado-a de PgTeL e o do autor Maia (2018) que conseguiu isolar uma lectina da M.

oleifera, denominando-a de WSMol.

A fracdo obtida da lectina isolada foi denomina de GaL e a pureza do material foi
evidenciada em eletroforese em gel de poliacrilamida, em condicéo desnaturante (SDS-PAGE)

e redutoras.

Figura 5. Cromatografia em coluna de quitina da lectina GaL
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

5.5. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS — PAGE 10%)

E possivel visualizar, da esquerda para direita, na canaleta 1 o peso molecular padrdo (PM)
e, na canaleta 2, a proteina isolada. A metodologia proposta confirmou a purificacdo da proteina
em um s0 processo cromatografico, sendo visualizado a massa da proteica purificada estimada

em aproximadamente 18,4 kDa (Figura 6).

Figura 6. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) em condicOes
desnaturante e redutora da lectina GaL. PM: marcador de peso molecular; C1: Ga9l com -

mercaptanol.
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Fonte: Elaborado pela autora, 2022.

Colares et al (2017), realizou uma pesquisa da qual, a proteina isolada da Punica
granatum, foi submetida a deteccdo por eletroforese em gel de poliacrilamida, apresentando
uma massa molecular de 14 kDa. Em outro estudo, foi investido o peso molecular das
macromoléculas Jacalina e artinM extraidas de sementes da Artocarpus heterophyllus e
aplicadas em SDS-PAGE em condi¢6es redutoras, apresentando valores de 14 kDa e 16 kDa,
respectivamente. (ALMEIDA, 2018)

Ja na auséncia de B-mercaptanol a amostra ndo conseguiu penetrar no gel de poliacrilamida,
ndo sendo possivel visualizar nenhuma banda proteica. Outros ensaios experimentais serdo
necessarios para confirmar o peso molecular dessa biomolécula na auséncia de agende

redutor.

Lectinas podem variar bastante em termos de massa molecular. Das folhas da Jatropha
multifida L. foi isolada e purificada uma proteina denominada de JamuLL por cromatografia
dequitina com rendimento de 100%. De acordo com Santos, A. (2020), na eletroforese SDS-

PAGE foi possivel obter uma Unica banca com 56 kDa.

Em outros estudos, as macromoléculas Jacalina e Frutalina, ambas isoladas das sementes
de P. confertiflora, apresentaram duas bandas proteicas em gel de poliacrilamida com peso
molecularde 12 e 14 kDa, respectivamente. (FERREIRA, F. 2021)

Alves (2018), obteve bons resultados em utilizar o método de eletroforese em gel SDS-
PAGE para estabelecer o peso molecular da lectina WSMoL, tendo como resultado uma

lectina contendo trés subunidades de30, 20 e 10 kDa.
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CONCLUSAO

O Tris-HCI 50 mM pH 8,0 foi 0 meio que melhor extraiu a lectina do colmo da
Guadua angustifolia Kunth.

E uma lectina ligadora a N-acetilglicosamina, D-maltose e Fetuina.

A fragdo 0-20% apresentou maior concentragédo proteica e uma AHE alta.

A partir de um anico passo cromatografico foi possivel isolar a lectina através de
cromatografia liquida com coluna de quitina, com um rendimento de 80%, sendo a
mesma denominada de GalL.

A eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 10%) permitiu estimar a massa
proteica de GaL purificada em 18,4 kDa.
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