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RESUMO

Jatropha multifida, conhecida popurlamente pelos nomes de merthiolate, flor-de-coral,
coral, coral-dos-jardins, flor-de-sangue, é uma planta cultivada na América do Sul, no
sul da China e na Africa, sendo também encontrada em Alagoas. Diversos tecidos da
planta s&o utilizados na medicina popular como cicatrizante, para o tratamento da
candidiase oral, gonorreia, febre, artrite, feridas e infec¢cdes. Metabdlitos secundarios
e primarios podem estar relacionados as propriedades medicinais dessa planta.
Através de cromatografia em camada delgada foi observado a presenca de alcaldides,
flavonoides, taninos esteroides e fendis nos extratos brutos em metanol e acetato de
etila. Dentre os metabdlitos primarios, lectinas sdo proteinas capazes de se ligar a
carboidratos e exercerem diversas atividades biol6gicas tais como antimicrobiana,
inseticida, antitumoral e imunomoduladora. O presente estudo teve como objetivo a
identificacdo, o isolamento e a caracterizacdo de uma lectina extraida das folhas
secas de J. multifida. Proteinas foram extraidas do pd das folhas através de
homogeneizacédo (16 h, 4 °C) em quatro diferentes solu¢cdes: NaCl 0,15 M e nos
tampdes Tris-HCI 50 mM pH 8,0, fosfato de s6dio 50 mM pH 7,2 e o acetato de sodio
pH 5,0. A extracao realizada com Tris - HCI 50 mM pH 8,0 apresentou maior atividade
hemaglutinante especifica (AHE: 162,44) bem como extraiu uma quantidade maior de
proteinas (3,15 mg/mL). O extrato obtido foi tratado com sulfato de aménio em
diferentes concentracdes (0-20%, 20-40%, 40-60% e 60-80%) para fracionamento
protéico e a fracdo 0-20% foi a Unica que apresentou AHE (556,98). A fracdo 0-20%
foi submetida & cromatografia em coluna de quitina equilibrada com Tris-HCI 50 mM
pH 8,0. Fractes de 2 mL foram coletadas e avaliadas quanto a absorbancia a 280 nm
e AH. O pico protéico ativo obtido com o eluente 4cido acético 0,5 M foi reunido e
dialisado contra Tris HCI 50 mM pH 8,0 por 6 horas. Para verificar o grau de pureza
da lectina e determinar a massa molecular aparente, a amostra foi analisada por
método eletroforético em gel de poliacrilamida a 10% sob condi¢cdes desnaturantes,
utilizando dodecilsulfato de sodio, e na presenca e auséncia de agente redutor, onde
foi possivel a visualizacdo de uma banda protéica de massa molecular aparente de
56 kDa em condigdo nao-redutora e redutora. Portanto, uma lectina de folhas de J.
multifida (JamuLL) foi isolada através de um UuUnico passo cromatografico em
guantidades miligramas (2,5 mg; AHE: 10.240). A dosagem de proteinas e de fendis
foi feita em todas as etapas da purificacdo, mostrando que o procedimento de
purificagdo removeu fendis encontrados no extrato e fracdo. A caracterizacdo da
lectina mostrou que ela possui atividade hemaglutinante parcialmente inibida por
caseina, mas que néo é afetada por ions divalentes (Ca?* e Mg?*) nem pela presencga
de EDTA. JamuLL é classificada como uma lectina termoestavel, pois se manteve
ativa entre as temperaturas de 30 °C a 100 °C durante 60 minutos, bem como entre a
faixa de pH 5,0 a 8,0, apresentando melhor atividade nos valores de pH acidos. Neste
trabalho foi possivel isolar uma lectina de uma planta medicinal com possivel
pontencial biotecnoldgico.

Palavras-chaves: Merthiolate, planta medicinal, hemaglutinacéo, proteina, lectina.



ABSTRACT

Jatropha multifida, popularly known by the names merthiolate, coral flower, coral,
garden coral, blood flower, is a plant grown in South America, southern China and
Africa, and is also found in Alagoas. Various tissues of the plant are used in folk
medicine as a healing agent for the treatment of oral candidiasis, gonorrhea, fever,
arthritis, wounds and infections. Secondary and primary metabolites may be related to
the medicinal properties of this plant. Through thin layer chromatography, the presence
of alkaloids, flavonoids, steroid tannins and phenols was observed in the crude extracts
in methanol and ethyl acetate. Among the primary metabolites, lectins are proteins
capable of binding to carbohydrates and exerting various biological activities such as
antimicrobial, insecticide, antitumor and immunomodulatory. The present study aimed
to identify, isolate and characterize a lectin extracted from the dry leaves of J. multifida.
Proteins were extracted from the leaf powder through homogenization (16 h, 4 °C) in
four different solutions: NaCl 0.15 M and in Tris-HCI 50 mM pH 8.0, sodium phosphate
50 mM pH 7.2 and the sodium acetate pH 5.0. The extraction performed with Tris-HCI
50 mM pH 8.0 showed a higher specific haemagglutinating activity (AHE: 162.44) as
well as extracting a larger amount of proteins (3.15 mg / mL). The obtained extract was
treated with ammonium sulfate in different concentrations (0-20%, 20-40%, 40-60%
and 60-80%) for protein fractionation and the fraction 0-20% was the only one that
presented AHE ( 556.98). The 0-20% fraction was subjected to chitin column
chromatography balanced with 50 mM Tris - HCI pH 8.0. 2 mL fractions were collected
and evaluated for absorbance at 280 nm and HA. The active protein peak obtained
with the eluent 0.5 M acetic acid was collected and dialyzed against 50 mM Tris HCI
pH 8.0 for 6 hours. To check the purity of the lectin and determine the apparent
molecular mass, the sample was analyzed by electrophoretic method on 10%
polyacrylamide gel under denaturing conditions, using sodium dodecyl sulfate, and in
the presence and absence of reducing agent, where it was possible the visualization
of a protein band of apparent molecular mass of 56 kDa in a non-reducing and reducing
condition. Therefore, a J. multifida leaf lectin (JamuLL) was isolated using a single
chromatographic step in milligram quantities (2.5 mg; AHE: 10.240). The measurement
of proteins and phenols was carried out at all stages of the purification, showing that
the purification procedure removed phenols found in the extract and fraction. The
characterization of lectin showed that it has hemagglutinating activity partially inhibited
by casein, but that it is not affected by divalent ions (Ca2 + and Mg2 +) or by the
presence of EDTA. JamuLL is classified as a thermostable lectin, as it remained active
between temperatures of 30 ° C to 100 ° C for 60 minutes, as well as between the pH
range 5.0 to 8.0, showing better activity at acidic pH values . In this work it was possible
to isolate a lectin from a medicinal plant with possible biotechnological potential.

Key words: Merthiolate, medicinal plant, hemagglutination, protein, lectin.
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1. INTRODUCAO

As lectinas compreendem um grupo de proteinas com pelo menos um dominio
ndo catalitico e a capacidade de se ligar reversivelmente a carboidratos simples ou
complexos através de interacdes fracas (SHARMA, et al., 2017). As lectinas estao
presentes na maioria das espécies, sendo particularmente bem conhecidas nos
tecidos vegetais, exercendo uma ampla gama de papéis biolégicos (CAGLIARI, et al.,
2018). Desde o primeiro relato de isolamento de lectina no século 19 por Stillmark,
véarios estudos relataram a purificacdo e caracterizagdo dessas biomoléculas, bem
como suas diversas aplicacdes. Dentre as principais atividades dessas proteinas,
podemos destacar as atividades biologicas anti-inflamatérias, antitumorais,
inseticidas, antifungicas e antibacterianas (CAVADA et al. 2020; FONTENELLE et al.
2018; PALHARINI et al., 2017; MACEDO et al., 2015; OHIZUMI et al., 2009; SILVA et
al., 2018; PAIVA et al., 2010; GOMES et al., 2014).

Para que as caracteristicas, propriedades e atividades de uma determinada
proteina, como a lectina, possa ser confirmadas se faz necessario avalia-la em sua
forma pura, para que se possa confirmar o principio ativo da atividade observada nas
preparacdes anteriores (extrato e fracdo pré-purificada). As principais etapas para tal
feito consistem no preparo de extrato bruto, fracionamento (salino e/ou orgéanico),
cromatografia (exclusdo molecular, troca i6nica e/ou afinidade), e as técnicas de
caracterizacao, como eletroforese, e a influéncia de pH e temperatura e dependéncia
de ions. (COSTA, 2018).

Os produtos naturais sdo alvo de diversas pesquisas pois mostram-se
contendo uma grande diversidade de compostos com diversas propriedades fisico-
guimicas e biolégicas. Esses compostos podem ser obtidos de organismos como as
plantas. Dentre elas, Jatropha multifida L. (MALPIGHIALES: EUPHORBIACEAE) é
uma espécie conhecida pelos nomes vulgares de flor-de-coral, coral, coral-dos-jardins
e flor-de-sangue. E cultivada na América do Sul, no sul da China e na Africa, sendo
também encontrada em Alagoas (ZHANG, et al., 2018; RAMPADARATH et al., 2014,
SMITH et al., 1988). As raizes, os caules, as folhas, as sementes e 6leo da planta tém
sido amplamente utilizados na medicina popular como cicatrizantes de feridas e
Ulceras, para o tratamento da candidiase oral, gonorreia, febre, artrite e infeccbes na

pele e urinarias (FALODUN et al., 2014). Extratos organicos de raizes da J. multifida
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foram avaliadas quanto a sua atividade antibacteriana frente a inibigdo do crescimento
de infec¢des causadas por Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus (AIYELAAGBE,
2001) e o extrato aquoso de suas folhas possuem atividade antimicrobiana e podem
ser utilizados no tratamento de Candidiase causada por C. albicans e infec¢Bes por
S. aureus. (AGBAN et al., 2020) e extratos organicos de suas folhas indicaram
propriedades antimicrobianas e larvicidas (RAMPADARATH et al., 2014), porém nao
esta descrita na literatura nenhuma identificacdo, purificacdo ou caracterizacdo de
lectinas de folhas de J. multifida, dessa forma a presente investigacao objetiva, de

maneira geral, identificar, purificar e caracterizar uma lectina das folhas de J. multifida.



16

2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Lectinas: conceitos e aspectos histéricos

As lectinas séo proteinas de origem nao imune, pois ndo sao produtos de uma
resposta imune, o que faz desta natureza uma caracteristica que difere de anticorpos
anticarboidratos os quais também possuem a habilidade de promover aglutinacdo das
células. Embora os anticorpos possam ser estruturalmente semelhantes, as lectinas
diferem no envolvimento de metais, estrutura tridimensional e massa molecular. Além
disso, as lectinas existem em animais e também em organismos sem sistema
imunolégico, como plantas e bactérias (SANTOS et al, 2014).

Lectinas apresentam ampla distribuicdo na natureza e sdo capazes de
reconhecer e se ligar reversivelmente a carboidratos e glicoconjugados através de
ligacdes de hidrogénio e interacdes de Van der Waals, que ocorrem no dominio de
reconhecimento de carboidratos da lectina (Figura 1) (SANTOS et al, 2014).

Figura 1 - Esquema ilustrativo da interacdo de lectina com carboidrato especifico
através de dominio de reconhecimento a carboidratos — DRC formando complexo

lectina-ligante.

-
Carboidrato %
e
v 4 2

Ligagoes de Hidrogénio

= Interagoes
= Hidrofébicas

Fonte: Adaptado de SILVA et al., 2012.
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As primeiras lectinas descobertas nas plantas foram ricina (presente em
extratos de Ricinus communis) e abrina (obtidas de extratos de Abrus precatorius),
capazes de aglutinar células sanguineas e proteinas inativadoras de ribossomos
(PIRs) (OLSNES, 2004; BRADBERRY, 2007) de proteinas heterodiméricas com duas
cadeias peptidicas mantidas juntas por uma ponte dissulfeto (BAYER et al., 2012).

O ensaio de hemaglutinacdo € a forma mais simples e rapida de detectar
lectinas em uma amostra, isto por que as lectinas aglutinam eritrécitos por reconhecer
os carboidratos da superficie celular, formando uma rede reticulada (figura 2A)
(SANTOS et al, 2014). Uma vez que outras moléculas como os compostos fendlicos
também apresentam a capacidade de aglutinar células por interacdes ndo-especificas
a especificidade da lectina para um determinado carboidrato, assim como a
confirmacdo de sua presenca numa amostra € definida pelo ensaio de inibicdo da
atividade hemaglutinante na presenca do carboidrato ou glicoproteina em

concentracédo determinada na solucdo do ensaio (figura 2B) (CORREIA et al., 2008).

Figura 2— Representacao dos ensaios de hemaglutinacdo. (A) deteccéo de lectinas.
(B) inibic&do da atividade hemaglutinante por carboidratos.

(A)

“me Lectina

(% 2
G+

Residuos de carboidratos
®) X

Jof  Lectina com locais de ligagao inibidos por
carboidratos especificos

4 Carboidrato especifico (em solugao)

Fonte: OLIVEIRA, 2018. Adaptado de SANTOS et al., 2014.
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Lectinas capazes de aglutinar eritrocitos eram chamadas anteriormente de
fitohemaglutininas, fitoaglutininas ou aglutininas de plantas (TSANEVA; DAMME,
2020). O termo lectina (originario do latim lectus, que significa “selecionado”) para
designar a classe de proteinas que apresenta caracteristicas comuns de seletividade
na interacdo com carboidratos (OLIVEIRA, 2018). Este termo foi generalizado por
Sharon e Lis (1972) para incluir todas as proteinas de fontes variaveis, de origem nao
imune e capazes de se ligar a carboidratos, com ou sem especificidade para os
eritrécitos do tipo sanguineo. Em 1980, as lectinas foram designadas como (glico-)
proteinas de origem ndo imune, mostrando dois ou mais locais de ligagcdo capazes de
interagir reversivelmente com carboidratos, precipitar glicoconjugados e aglutinar
células animais ou vegetais. Investigacdes de lectinas indicaram sua presenca em

animais, liquens, bactérias e fungos (SANTOS et al., 2013).

2.1.1 Classificagao e fontes das lectinas

A classe de proteinas representada pelas lectinas é classificada de diversas
formas. Dentre as diversas maneiras de classificacéo de lectinas, podemos citar como
principais: especificidade de ligacdo ao carboidrato ou a glicoconjugados (tabela 1) e
a quantidade e tipos de dominios de ligagéo.

a) Quanto a especificidade ao ligante: podem ser classificadas como demonstrado

na tabela 1.



Tabela 1 - Classificacédo de lectinas quanto a especificidade ao ligante.
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Familias

Exemplos

Fonte

Lectinas ligadoras de
glicose/manose
Lectinas ligadoras de
N-acetilglicosamina
Lectinas ligadoras de
galactose

Lectinas ligadoras de
Nacetilgalactosamina
Lectinas ligadoras de
fucose

Lectinas ligadoras de
acido sialico

Lectinas ligadoras de

glicoproteinas

Lectinas ligadoras de

mucina

Lectina das sementes de
Cratylia mollis (CramoLL)
Lectina das folhas de Schinus
terebinthifolius (SteLL)
Lectna do veneno de
Bothrops leucurus (BIL)
Lectina de macrofago humano
(hMGL)

Lectina sérica de Colossoma
macropomum (ComaSel)
Lectina de
spectabilis (GSL)
Lectina  da

Gymnopilus

casca de
Sebastiania
(SejaBL)
Lectina de

jacobinensis

Aspergillus
gorakhpurensis

Melo et al., 2011.

Gomes et al., 2013.

Nunes et al., 2011.

Takada et al., 2004.

Carvalho et al., 2012

Alborés et al., 2014

Vaz et al., 2010.

Singh et al., 2017.

Fonte: adaptado de SILVA, 2018.

b) Quanto ao numero de dominios de reconhecimento a carboidrato (DRC)
Em relacéo a classificagéo de lectinas em funcdo do niumero de dominios de
reconhecimento a carboidrato (Figura 3), elas podem ser assim divididas:

merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e as superlectinas. (OSTERNE, 2016).
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Figura 3 - Classificacdo estrutural das lectinas, com énfase para os DRC.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

. DRC . DRC Sitio catalitico

Lectina de
Heveina - THEV DWL - 3SH3 PPL2-2GSJ Musa acuminata - 3MIT

Fonte: OSTERNE, 2016, adaptada de VAN DAMME et al., 1998. DRC: dominio de reconhecimento a

carboidratos.

o Merolectinas: apresentam apenas um sitio de ligacdo a carboidratos, sendo
denominada de monovalente, séo incapazes de causar aglutinacédo de células ou de
precipitar glicoconjugados. A lectina mais conhecida dessa classe é a Viena, obtida a
partir do latex de Hevea brasiliensis (VAN DAMME et al., 1998).

o Hololectinas: apresentam dois ou mais sitios idénticos, sendo denominadas
divalentes, pois podem fazer ligacdo a carboidratos, podendo também estabelecer
ligacbes cruzadas entre células e glicoconjugados e, eventualmente, precipitando-os.
Um exemplo dessa classe € a lectina de Dioclea wilsonii (RANGEL et al., 2011).

o Quimerolectinas: além dos dominios de ligacédo a carboidrato, apresentam um
ou mais dominios independentes e de funcdo biolégica distinta, podendo
desempenhar uma funcdo enzimatica ou outra. A lectina PPL2 € um exemplo, sendo
extraida a partir de sementes de Parkia platycephala, que apresenta de forma
independente um dominio ligante a quitina e outro com atividade endoquitinasica
(CAVADA et al., 2006).
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o Superlectinas: fazem parte do quarto e Ultimo grupo mais diversificado de
lectinas, que por sua vez apresentam um incrivel potencial, pois sdo proteinas que
tém pelo menos dois dominios distintos de ligacéo a carboidratos (VAN DAMME et al.,
1998). Um notdrio exemplo, € a lectina extraida do bulbo da Tulipa gesneriana,
denominada TxLCI, que é constituida por dois dominios de ligacdo a carboidrato,
reconhecendo manose e N-acetil-D-galactosamina, respectivamente; (MEAGHER et
al., 2005 apud DE SOUSA, 2014).

Estdo amplamente distribuidas na natureza, sendo encontradas em seres
unicelulares (IMBERT et al., 2004), animais (MOURA et al., 2006) e vegetais (LEITE
et al., 2005). Em vegetais, as lectinas sdo frequentemente isoladas de sementes,
principalmente das leguminosas (FERNANDES et al., 2011), de raizes (SOUZA et al.,
2011), folhas (SILVA, et al, 2010), tubérculos (KAUR et al., 2006), cerne (SA et al.,
2008), casca (COSTA et al, 2018) e sementes (SANTOS, et al., 2012). Esta ampla
distribuicdo reflete uma multiplicidade de fungBes biolégicas. As funcdes biolégicas
sugeridas para muitas lectinas sdo baseadas em suas propriedades gerais e
localizacdo em diferentes tecidos. A existéncia de locais de ligacéo para carboidratos
especificos, a principal caracteristica das lectinas, € um fator importante para a

determinacao de seu papel bioldgico (SANTOS et al, 2014).

2.1.2 Aplicacdes de lectinas de plantas

Diversas importancias bioldgicas tém sido atribuidas as lectinas de diferentes
tecidos das plantas (tabela 2). Nas plantas, tem se observado acdo defensora contra
microrganismos patogénicos e insetos, bem como participagdo em mecanismos de
nodulacado, estocagem e mobilizacdo de proteinas e carboidratos de reserva além do
alongamento da parede celular (KENNEDY et al.,1995; HIRSCH, 1999; ISIDRO et al.,
2001; CARLINI; PAES et al., 2002; LIMPENS; BISSELING, 2003).
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Tabela 2 - Atividades biolégicas de lectinas em diferentes tecidos vegetais

Estrutura vegetal Atividade e/ou propriedades

Propriedades de agregacdo anticoagulante e antiplaquetaria;
Sementes coagulante, atividades mitogénicas, antibacterianas,

antifiingicas e antitumorais.

Casca Antifangicas e insecticidas.

Cerne Termiticida.

Folhas Antiviral, antibacteriana e antifungica.

Frutos Mitogénica, antiviral e antibacteriana.

Rizomas Antiproliferativa, imunoestimulatoria, antiviral, antifungica,

antitumoral e atividade indutora de apoptose.

Fonte: Adaptado de SANTOS et al., 2014.

Além destas outras inUmeras atividades, muitas aplica¢c6es biologicas séo
encontradas como o reconhecimento, diferenciacao e determinac¢éao de tipos celulares
(DANGUY et al., 1998; FUNK; THOMPSON, 1998), isolamento e analise estrutural de
oligossacarideos e glicoconjugados (ENDO, 1996; HAYUNGA; SUMMER, 1986; XIE
et al., 2009; YAMASHITA; OHKURA, 2014), envolvimento no processo de cicatrizacao
(GONZALEZ et al., 2014), atividade antiproliferativa (SILVA et al., 2014), anti-
inflamatéria (LEITE et al., 2012), anti-parasitaria (CASTANHEIRA et al., 2015),
antitumoral (ZHANG et al., 2015), antimutagénico e antioxidante (FRASSINETTI et al.,
2015), imunomoduladora (PRASANNA; VENKATESH, 2015), antifungica
(CHIKALOVETS et al.,, 2015), antibacteriana (CARVALHO et al., 2015), antiviral
(GORDTS et al., 2015) e inseticida (NAPOLEAO et al., 2013).

2.1.3 Estratégias de purificacdo de lectinas

Para que as caracteristicas, propriedades e atividades de uma determinada
proteina possa ser confirmadas se faz necessario avalia-la em sua forma pura, para
gue se possa confirmar o principio ativo da atividade observada nas preparacfes

anteriores (extrato e fracdo pré-purificada) (COSTA, 2018).

O processo de purificacdo de proteinas (lectinas, enzimas, etc.) é iniciado a

partir uma preparacao complexa, podendo ser denominada de extrato bruto, que pode
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ser advindo de um 6rgdao, tecido, célula, ou qualquer estrutura de onde a proteina de
interesse venha estar (YAO et al., 2010). Para que haja obtencao de bons resultados
no processo de purificacdo € necessario manter diversos cuidados, dos quais se
destacam o controle da agitagdo magnética, que deve ser mantida numa velocidade
constante, assim como estabilidade da temperatura e pH, devendo estes ser
rigorosamente controlados e mantidos ao longo de todo o processo, evitando com iSso
perdas proteicas por desnaturacdo. Adicionalmente cuidados com o0s possiveis
tampbes de extracdo a ser usado, como a concentracdo de sais e polaridade dos
solventes, garantindo com isso, um resultado confiavel e de possivel replicabilidade
(STRYER, TYMOZKO; BERG, 2006).

No processo de extracdo de lectinas muitas vezes € utilizado o auxilio
mecanico, para triturar, ou macerar o tecido a ser estudado, aumentando a area de
contato do tecido com o solvente. Os extratos sao feitos utilizando diversas solucdes
de extracdo, tais como tampdes, solu¢des salinas ou mesmo agua. Solucao tampao
de PBS foi empregada para extracdo da lectina do fungo, Laetiporus sulphureus
(WANG et al., 2018). Em outro trabalho foi observado a extracdo de lectinas da
leguminosa Crotalaria spectabilis R, por solucdo salina NaCl (OLIVEIRA, 2017), assim
como tem se observado a extracdo de lectinas de Moringa oleifera a partir de agua
(CORIOLANO et al., 2018). Logo tem se observado que as solugcOes de extragcao
podem ser as mais diversas possiveis, a depender da solubilidade e estabilidade que

a biomolécula alvo tem ao solvente empregado.

Para a preparacao do extrato, o material é submetido a extracao sob periodo
de tempo e condicbes de temperatura pré-estabelecidas. Ap0s o0 processo de
extracdo, inicia-se uma nova etapa para tentar isolar a proteina de interesse. O
fracionamento protéico tem por objetivo concentrar a proteina de interesse e eliminar
a maior quantidade de contaminantes possivel, otimizando assim as etapas
posteriores. O fracionamento frequentemente utiliza sais ou solventes organicos. O
fracionamento mais comumente utilizado para extracdo de lectinas, segundo a
literatura, é através do uso ou a adicao de sal, visto que a solubilidade de moléculas
proteicas € reduzida em meio salino. O principal exemplo € o uso do sulfato de amonio,
um sal altamente hidrofilico, que remove a camada de solvatacdo das proteinas
fazendo com que as mesmas precipitem. Logo com a remocdo da camada de

solvatacdo hd um aumento nas interacdes entre proteinas do meio aquoso, permitindo
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a formacdo de um denso complexo de proteinas, provocando assim a precipitagao
dessas biomoléculas (PROCOPIO et al., 2017). Esse processo de separa¢ao por meio
de saturacao salina de solucdes é conhecido, pelo termo em inglés, salting out. As
lectinas parcialmente purificadas pelo tratamento salino séo geralmente submetidas
ao processo de dialise em membranas semipermeaveis, método baseado na
separacdo de moléculas por diferencas de massa molecular. As proteinas ficam
retidas dentro da membrana, enquanto moléculas menores (como carboidratos ou

sais), presentes na amostra passam para a solucéo solvente (THAKUR et al., 2007).

As lectinas podem ser purificadas a homogeneidade através de métodos
cromatograficos que utilizam matrizes cuja escolha dependera da especificidade a
carboidratos (cromatografia de afinidade), carga liquida (cromatografia de troca ibnica)
ou tamanho molecular da proteina (cromatografia de gel filtracdo) (MOURA et al.,
2006; SANTI-GADELHA et al., 2006; SUN et al., 2007; NASCIMENTO et al., 2012).

Dentre os métodos conhecidos e difundidos na atualidade para purificacéo de
proteinas, a cromatografia liquida, esta definida como uma boa técnica e de grande
énfase na purificacdo de proteinas. As cromatografias liquidas requerem sempre um
grande cuidado para a longevidade da coluna, tendo em vista seu alto custo. No
processo de empacotamento das colunas, a matriz deve ser previamente retirada do
refrigerador, para que esta se mantenha em temperatura ambiente. Em seguida,
calcula-se o volume exato e necessério da coluna, evitando com isso desperdicios da
matriz. Apos o volume ser previamente calculado, € indicado que o processo de
empacotamento seja feito de forma lenta e gradual, sendo imprescindivel a
observacédo e o cuidado com a matriz, evitando choques fortes e rispidos, uma vez
gue tais cuidados evitam o rompimento dos bids, sedimentacdo da matriz, formacao
de bolhas, rachadura da fase estacionaria e criagéo de duas ou mais fases na coluna.
Apés a coluna estar completamente empacotada a mesma estara pronta para o0s
procedimentos de uso, de acordo cada método. A cromatografia de gel filtracéo,
também conhecida como cromatografia por exclusdo molecular (Figura 4) tem como

principio separar as proteinas por diferenca de massa molecular.
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Figura 4 — Esquema representativo de uma cromatografia por exclusdo molecular

~Bomba

A mistura de proteinas
¢é adicionada a coluna
que contém um
polimero com
ligagdes cruzadas.

As moléculas de
proteinas separam-se
por tamanho; moléculas
maiores passam mais
livremente, aparecendo
nas fragoes iniciais.

Granulos de polimero poroso

Fonte: adaptado de NELSON; COX, 2015.

As proteinas de alta massa molecular percorrem um caminho mais curto e sao
eluidas, passando pelos bids (esferas), mais rapidamente, porém as proteinas de
baixa massa molecular penetram nas esferas de didmetro especifico presente na
matriz polimérica da fase estacionaria e tomam um caminho mais longo, sendo eluidas
depois das proteinas de alta massa molecular (NELSON; COX, 2015). A fase
estacionéaria de uma coluna de gel filtracdo pode variar de acordo com os polimeros a
gue sao constituidas. Alguns cuidados sdo importantes para se obter uma melhor
resolucdo das cromatografias de exclusdo molecular, tais como a altura da coluna,
tendo em vista que colunas com maior altura e menor espessura apresentam maiores
resolucdes na separacdo de proteinas. Outro fator imprescindivel é o volume de

amostra a ser aplicado, uma vez que quanto menor o volume a ser aplicado maior a
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resolugcao e o poder de resolucao da coluna, a literatura descreve que o volume a ser
aplicado deve ser de 2 % do volume total da coluna. Contudo € necessario observar
outro fator importante, que € a viscosidade das amostras a serem aplicadas, pois
amostras com muita viscosidade, como mucos de animais ou extratos de plantas e
fungos com muita cor e pigmentacao, poderdo obstruir e até mesmo manchar a matriz
estacionéaria causando danos a mesma (NGOC et al., 2015; ODDEPALLY et al., 2013;
ZHAO et al., 2015; NASCIMENTO et al., 2016; SANTOS, 2016). Tendo em vistas as
cromatografias utilizadas para purificacdo de proteinas, a gel filtracdo se mostra de
grande importancia, devido ao seu potencial de separacdo de moléculas por sua
massa molecular, que ir4 variar de acordo ao tamanho dos bids (poros) da fase
estacionéria, podendo esses ser maiores ou menores. Mas a coluna de gel de filtracéo
é indicada principalmente pra amostras advindas de um processo de fracionamento,
pois ainda que néo atinja 0 éxito com apenas esse processo, a sua escolha influéncia
em grandes proporcdes a separacdo de proteinas e demais contaminantes, e vale
salientar que o valor que as colunas de gel filtracdo ou sua matriz tém sdo mais
acessiveis que outras matrizes de diferentes técnicas. A literatura tem retratado o
grande uso de colunas de gel filtracdo, para purificacdo de lectinas em apenas um sé
passo, a exemplo da lectina purificada da semente de Borreria hispida, purificada a
partir de uma matriz Sephadex G-100 (RUPACHANDRA et al., 2014). E a partir da
juncéo de outras cromatografias, é descrito a purificacdo da lectina Lunati, a partir de
uma leguminosa Phaseolus lunatus billb (WU et al., 2016).

Outro método de purificacdo muito utilizado para purificar lectinas tem sido a
cromatografia por troca ibnica (Figura 5), sendo esta técnica baseada na adsor¢éo de
proteinas em matrizes carregadas com cargas positivas ou negativas, seguidas de um
fracionamento por meio de um gradiente salino e/ou de pH. Normalmente é utilizada
na separacdo de proteinas, peptideos, acidos nucléicos e outras biomoléculas
(MACALDOWIE et al., 1998; KHANGEMBAM; CHAKRABATI, 2015; BKHAIRIA et al.,
2016; SANTOS, 2016).
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Figura 5— Esquema representativo de uma cromatografia por troca ibnica
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Fonte: adaptado de NELSON; COX, 2015.

Esta técnica consiste em uma resina (matriz), que pode ser derivada de
compostos inorganicos, resinas sintéticas ou polissacarideos, sdo carregadas
positiva, ou negativamente. Como em qualquer cromatografia, a coluna deve estar
devidamente pronta para uso, para que as condi¢cdes de aceitacdo da amostra sejam
adequadas ao processo de adsor¢cdo em cargas opostas. No processo de purificagéo
por esse método, proteinas de cargas contrarias a matriz sdo retidas, enquanto que
as demais sao eluidas durante a lavagem da coluna. A cromatografia de troca i6nica
tem sido muito utilizada na purificacdo de lectinas, devido as vantagens expressas
pela técnica, método simples de utilizagcdo, com alto controle do processo, elevada
capacidade e alto poder de resolucdo. E essencial a descri¢do desse método tendo

em vista que nos ultimos anos, a purificacdo de lectinas tem abordado essa técnica
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em diversos trabalhos, Wu et al (2016), purificaram uma lectina da alga Hizikia
fusiformis, com apenas um s passo cromatografico. Trabalhos recentes fazem
descricdo de outra lectina purificada a partir de uma alga marinha vermelha
denominada Solieria filiformis, com atividade antitumoral (CHAVES et al., 2018), e
outro trabalho faz mencdo de VGL uma lectina que foi isolada de sementes de
Vatairea guianensis por permuta ibnica (cromatografia de troca idnica), seguida de

cromatografia de afinidade, em matriz de goma de guar (MARQUES et al., 2017).

O método extensivamente utilizado na purificacdo de lectinas tem sido a
cromatografia de afinidade (Figura 6) que consiste em uma fase estacionaria com
altissima afinidade a molécula de interesse (NELSON; COX, 2015).

Figura 6 — Esquema representativo de uma cromatografia por afinidade
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Fonte: adaptado de NELSON; COX, 2015.
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A proteina de interesse se liga a matriz através de interacdes fracas. As
proteinas que ndo possuem afinidade sdo eluidas juntamente ao tampéao de corrida e
apenas as proteinas de interesse ficam ligadas a matriz, para que essas moléculas
sejam desligadas se faz necessério um novo eluente que possua alteragdes brandas
no pH, na concentracdo de sal ou a utilizagdo de uma molécula com maior afinidade
a proteina ligada a ela (XIU et al., 2015; VASCONCELOS et al., 2015; SANTOS,
2016).

Muitos trabalhos destacam o uso da cromatografia de afinidade para a
purificacdo de lectinas, sendo esta uma das proteinas com maior indice de purificacéo
destacado na literatura por cromatografia de afinidade. Diversas lectinas foram
isoladas por meio de cromatografia de afinidade, a exemplo da StelLL, extraida da
folha de Schinus terebinthifolius, e WSMoL, isolada a partir de sementes de Moringa
oleifera, ambas as lectinas purificadas com um Unico passo cromatografico, utilizando
matriz de quitina, em funcéo de suas afinidades aos residuos de N-acetilglicosamina
(monossacarideo constituinte da quitina), (GOMES et al., 2013. OLIVEIRA et al.,
2016).

2.1.4 Técnicas de caracterizagéo de lectinas

As formas de caracterizagcdes visam geralmente o estudo de estabilidade
térmica e temperatura 6tima, resisténcia a variacbes de pH, dependéncia a ions
metdlicos inorganicos, composicdo estrutural, tipos e natureza de interacdes
estabelecidas, numero e tipos de dominios de ligacGes. Para determinacdo dessas
propriedades diversas técnicas de caracterizacdo de proteinas sdo usadas, dentre
elas destacam-se: Eletroforese uni e bidimensional, degradacdo de Edman (técnica
usada para determinar a sequéncia de estruturas primarias de proteinas por meio de
hidrélise de aminoacidos N-terminais) espectrometria de massa (técnica empregada
na determinacdo de massa de biomoléculas, composi¢cao de estruturas primarias de
proteinas, nimero de mondmeros constituintes) fluorescéncia, dicroismo circular —
CD, cristalografia (técnica empregada para determinacdo de interacbes
intra/intercadeias em proteinas, angulos de ligacdo e composi¢cdo de aminoacidos
presentes em dominios de ligacdo e sitios cataliticos em enzimas) (NELSON; COX,
2015; ITO, 2004).



30

Abaixo, serdo descritas as técnicas mais utilizadas para caracterizagdo de

proteinas.

2.1.4.1 Eletroforese

Em laboratérios de bioquimica a eletroforese é uma técnica usada para avaliar
0 grau de pureza de uma amostra, observar o perfil proteico, quantificar a massa
molecular de proteinas, determinar o nimero de subunidades presentes em proteinas
e 0 seu ponto isoelétrico. A eletroforese unidimensional faz-se o uso de um gel de
poliacrilamida formado por ligagdes cruzadas, onde o gel reticulado de poliacrilamida
atua como uma peneira, retardando e separando as proteinas de uma preparacéo
especifica proteica em razdo da massa molecular dos componentes. Sendo que as
proteinas migram pelo gel em funcdo de um potencial elétrico (E) fornecida por um
campo elétrico (NELSON; COX, 2015).

A mobilidade das proteinas pelo gel depende de fatores como: a velocidade,
potencial elétrico, carga final (Z) e coeficiente de friccdo. Portanto, é possivel estimar
a migracdo da molécula pelo gel, a migragcdo pode ser calculada pelas seguintes
razdes: velocidade/Potencial elétrico ou Carga final/coeficiente de friccdo (NELSON;
COX, 2015). Para estimar a massa molecular dos componentes proteicos de uma
amostra é utilizado um padrao de massa molecular composto por proteinas de massa
molecular conhecida para determinar a massa molecular por meio de comparacdes
de posicdes dos componentes do padrdo e das amostras desconhecidas, fazendo

assim um calculo estimativo da massa molecular (Figura 7) (NELSON; COX, 2015).
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Figura 7 — Célculo estimativo da massa molecular de proteinas.

S

Miosina  200.000

B-Galactosidase 116250
Glicogenio-fosforilase b 97.400

Albumina sérica bovina 66 200
Ovalbumina 45 000

Anidrase carbanica 31.000

nibidor de tripsina de soja 21.500
Lisazima 14.400

@

Padrdes Proteina
de |'l.-1r desconhecida

Fonte: Adaptado de NELSON; COX, 2015.

2.1.4.2 Efeito do pH na atividade de lectinas

Lectinas assim como as demais proteinas apresentam pH referente a sua
atividade méaxima e uma faixa variante de pH de estabilidade que esta correlacionado
a sua estrutura nativa. Os aminoacidos que compde proteinas possuem diferentes
polaridades em funcédo do pH do meio. O potencial hidrogeniénico (pH) do meio
reacional determina a carga liquida de aminoacidos presente na sequéncia primaria
de peptideos e proteinas influenciando diretamente na conformacdo nativa de
proteinas. O aspartato e o glutamato, por exemplo, possuem 0s seus grupamentos R
polares (cadeia lateral) carregados negativamente em pH fisioldgico (7,0 — 7,4), pois
0 grupamento carboxila de suas cadeias laterais sofrem ionizacdo com a
desprotonacao da hidroxila terminal conferindo assim uma carga liquida negativa em
pH fisiologicos (CAMPBELL, 2016).

Os aminoéacidos sdo moléculas anféteras, possuem a capacidade de se
estabelecerem nas formas catidnicas e anidnicas a depender do pH que estdo
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inseridos, que por sua vez sao determinantes nos tipos de interagdes que formam as
estruturas proteicas mais elevadas. Também sabe-se que, carbonos alfas (C-a) de
aminoacidos sdo responsaveis pela flexibilidade de proteinas, possibilitando a
interagcdo entre os grupamentos polares que formam a sua estrutura primaria
permitindo que proteinas alcancem estruturas tridimensionais e suas fun¢des em
organismos vivos. Logo, com a variacdo de pH do meio, alteracdo da carga liquida
dos aminoéacidos podem provocar o rompimento de diversas interacdes que mantém
a estrutura nativa de proteinas, induzindo a desnaturagdo de proteinas (NELSON;
COX, 2015).

As lectinas possuem a capacidade de resistir a variagbes de pH
consideraveis, a exemplo da lectina extraida da recolha de Fenneropenaeus indicus -
IFL (camarao), que manteve atividade hemaglutinante na faixa de pH de 4 — 10, sendo
gue a faixa de pH de maxima atividade foi entre 6 e 8 (CHATTERJEE et al., 2017). Na
literatura ha relatos de lectinas de origem vegetal e animal que apresentam resisténcia
a variacdes de pH, como por exemplo a lectina de extraida da cebola (Allium cepa)
gue manteve sua atividade na faixa de pH entre 2 — 12,0 e a lectina extraida da pele
Andrias davidianus (espécie de salamandra) que se manteve estavel na faixa de pH
variante de 3 a 9,0 (PRASANNA et al., 2015. QU et al., 2015).

2.1.4.3 Efeito da temperatura na atividade de lectinas

A temperatura € uma grandeza fisica que determina o estado fisico da matéria
e o nivel de energia interna em sistemas quimicos e bioldgicos. A quantidade de calor
fornecida em um sistema provoca um aumento no grau de agitacdo das moléculas em
funcdo do aumento da energia cinética (ITO, 2004). O aumento da energia cinética
favorece as reacdes quimicas, pois a temperatura influéncia na constante de
velocidade de uma reacdo quimica. O aumento da temperatura pode romper as
interagdes fracas que mantém a estrutura nativa de proteinas, desfazendo assim a
estrutura tridimensional de proteinas. Diversas proteinas isoladas de organismo de
extremofilicos apresentam termoestabilidade em temperaturas acima de 70°C em
funcdo da sua rigidez estrutural e algumas modificagcdes estruturais pés-sintese, a

exemplo da metilacdo dos residuos de lisina (Lys) na sequéncia primaria dessas
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proteinas e de mutagénese em regides especifica, porém nao sdo os fatores
determinantes de termoestabilidade das proteinas expressas pela maioria dos
hipertermofilicos (SCANDURRA et al., 1998). Pesquisadores de diversas partes do
mundo tentam compreender como as proteinas termofilicas séo estabilizadas.
Estudos indicam que tal estabilizacdo ocorre durante 0 empacotamento das cadeias
hidrofobicas das extremidades, onde o aumento da estabilidade dessas proteinas é
inversamente proporcional a quantidade de centros hidrofébicos expostos, também foi
observado o aumento de forgcas de Van der Walls na estrutura nativa dessas
macromoléculas influéncia em sua estabilidade térmica (CHEN et al., 2000).

7

A resisténcia a altas temperaturas é comum para algumas proteinas, a
exemplo das lectinas que possuem estabilidade em temperaturas consideradas altas.
Carrillo et al., (2017) observou por meio de técnicas de fluorescéncia o efeito da
temperatura em estruturas de duas lectinas extraidas do fruto do coqueiro anao
(Sambucus ebulus L.), ebulin-f e SEL-fd e constatou alteragdo significativa na
estrutura nativas dessas proteinas em temperaturas superiores a 90°C,

caracterizando assim um estado de desnaturacao.

2.2 A lmportancia da Investigacdo de Produtos Naturais

As plantas constituem uma fonte importante de produtos naturais
biologicamente ativos, muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de
um grande numero de farmacos. Os produtos naturais sdo alvo entdo de diversas
pesquisas pois mostram-se contendo uma grande diversidade em termos de estrutura
e de propriedades fisico-quimicas e biologicas. Apesar do aumento de estudos nessa
area, os dados disponiveis revelam que apenas de 15 a 17% das plantas foram
estudadas quanto ao seu potencial medicinal (SIMOES, 2004).

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes, o Unico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. De maneira direta e
indireta, esse tipo de cultura medicinal desperta o interesse de pesquisadores em
estudos envolvendo areas multidisciplinares, tais como, botanica, farmacologia e
fitoquimica, que enriguecem os conhecimentos sobre a inesgotavel fonte medicinal
natural (MACIEL et al., 2002).
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No contexto histérico, a medicina popular contribui com inUmeras descobertas
gue devem sempre ser respaldadas pelo conhecimento cientifico, contribuindo para o
uso racional de espécies medicinais e a conscientizacdo quanto a sua toxicidade.
Atraveés de diferentes métodos, as plantas sao transformadas em medicamentos e ao
serem utilizadas como tal, deve-se dar atencdo as plantas consideradas toxicas, ou
seja, aguelas que podem provocar a morte ou paralisia de um animal, doencas em
criancas, nauseas ou perda de memoria em adultos ou qualquer outro efeito nocivo e
indesejado. Mesmo estas devem ser estudadas, pois podem conter principios
medicamentosos importantes, devendo determinar sua dose efetiva (GONSALVES,
1997, BARG, 2004).

2.3 Espécie Vegetal em Estudo

2.3.1 Género Jatropha

O Género Jatropha, esta inserido na familia Euphorbiaceae. Esta familia
compreende 290 géneros e aproximadamente 7500 espécies, distribuidas em todo o
mundo, principalmente nas regides tropicais. Os maiores centros de disperséo
encontram-se nas Américas e na Africa. No Brasil, é distribuida em todas as regides,
exceto nos estados de Roraima e Espirito Santo, como mostrado na figura 8. (JOLY,
1985; LEAL e AGRA, 2005).

Sédo plantas de habito variado, existindo na forma de ervas, subarbustos,
arvores e trepadeiras. As espécies podem ser mondicas (planta que produzem flores
masculinos e femininos ou seja hemafrodita) ou didicas (plantas que produzem flores
masculinos ou femininos em sua estrutura) incluindo arvores, arbustos e ervas. Sua
importancia econdmica inclui uma gama diversificada de utilidades tais como, seu uso
medicinal (cicatrizante, purgante, moluscicida, analgésico, antitussigeno,
antimicrobiano e anticoagulante), ornamental e producdo de cercas-vivas (JOLY,
1985; LEAL e AGRA, 2005).
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Figura 8 — Distribui¢cdo geografica do género Jatropha no Brasil

Fonte: disponivel em: http://servicos.jbrj.gov.br/flora/search/Jatropha

Espécies do género Jatropha sdo conhecidas por serem muito téxicas e
irritantes e a atividade purgativa do Oleo de suas sementes lembra a atividade
semelhante mostrada por ésteres diterpenos presentes no 0leo de sementes de
muitas outras espécies de Euphorbiaceae. Esteres diterpenos irritantes foram
extraidos, isolados e caracterizados do Oleo das sementes de quatro espécies de
Jatropha- J.podagrica, J. multifida, J. curcas e J. gossypifolia (ADOLF, OPFERKUCH,
& HECKER, 1984).

Nas espécies deste género (Figura 9) constatou-se a presenca de ricina, uma
toxalbumina que causa vémitos, diarréia, desidratacdo, choque e danos nos rins e
figado, responsavel por casos de intoxicacao relatados. (LEVIN, et al, 2000). O 6leo
de sementes de Jatropha curcas L., J. mollissima L., e J. podagrica Hook foram
avaliados, 0s quais apresentaram em sua composi¢ao acido palmitico, acido oléico e
acido linoléico. As sementes de J. podagrica apresentaram o mais elevado teor de
Oleo, 46% (TEIXEIRA, 1987). As proteinas de Jatropha possuem propriedades
nutricionais e biomédicas interessantes. O alto conteudo de proteinas com

digestibilidade e a composi¢cdo de aminoacidos destas proteinas fazem com que haja
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a possibilidade de utiliza-las como fonte para incorporacdo em dietas de ruminantes e
animais monogastricos, incluindo peixes. Uma particular proteina bioativa, a curcina,
tem potencial para ser utilizada com sucesso como imunoconjugado na quimioterapia.
Muitos peptideos ciclicos de sementes de Jatropha possuem importancia clinica e
mostraram potencial para uso farmacéutico (DEVAPPA et al, 2010).

J. gossypifolia J. podagrica J. multifida
Fonte: LEAL e AGRA, 2005.

2.3.2 Jatropha multifida L.

A Jatropha multifida L. (MALPIGHIALES: EUPHORBIACEAE) é conhecida
pelo sinbnimo Adenoropium multifidum ou pelos nomes populares Planta-coral, Coral,
Flor-de-coral, Flor-de-sangue, Balsamo, Merthiolate (SMITH; DOWNS; KLEIN; 1998).

As flores sdo consideradas pequenas, de cor vermelho-brilhantes, e
agrupadas em cachos; a folha tem de 10 a 20 cm de largura e divididas em segmentos
ou lobulos estreitos, afilados, longos e podem ter as extremidades lisas ou dentadas;
os frutos sdo amarelos e normalmente contém trés sementes. Apresenta seiva
abundante leitosa ou incolor e o contato com ela pode causar dermatite (BUCH,
ARANTES, CAMPELO, 2008).

Foi relatada sua presenca no noroeste do estado do Parana, Brasil, onde
moradores das cidades de Jesuitas e Bandeirantes utilizam a planta como cicatrizante
de feridas (BUCH, ARANTES, CAMPELO, 2008). Suas folhas podem ser vistas na
figura 10.
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Fonte: autora, 2019.

Em um estudo realizado com extrato de raiz da J. multifida foi demonstrada a
inibicdo de infecdes causadas por Bacillus subtilis e Staphylococcus aureus em
concentracdo de 200 pg/disco (AIYELAAGBE, 2001) e também foram encontradas
substancias imunomoduladoras e téxicas na composicao de seu exudato e sementes,
respectivamente (SAMLIPTO; WILLEM; RUDI, 1989, LEVIN et al., 2000). A seiva
incolor proveniente da folha é aplicada diretamente sobre a lesdo e em alguns casos
€ ingerida para tratamento de Ulceras gastrointestinais. (BUCH, ARANTES,
CAMPELO, 2008).

A presenca de alcaldides, flavonodides, taninos esterdides e fenodis foram
detectados em ambos os extratos brutos de metanol e acetato de etila através de
cromatografia em camada delgada (RAMPADARATH et al., 2014).
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3. OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Identificar, purificar e caracterizar uma lectina das folhas de Jatropha multifida

(merthiolate).

3.2 Objetivos especificos

Extrair proteinas de folhas de J. multifida;

Avaliar qual o melhor meio de extracdo entre as solu¢des de Acetato de sodio
50 mM pH 5,0, NaCl 0,15 M, Tris HCI 50 mM pH 8,0 e fosfato de sédio 50 mM
pH 7,0.

Avaliar a presenca de lectina nos extratos obtidos de folhas de J. multifida;
Isolar a lectina de folhas de J. multifida;

Determinar a massa molecular aparente da lectina por meio de eletroforese em
gel por poliacrilamida sob condi¢cdes desnaturantes (SDS-PAGE);
Caracterizar quanto ao efeito de carboidratos, glicoproteina, ions, pH e

temperatura na atividade hemaglutinante da lectina de Jatropha multifida.
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4. METODOLOGIA

4.1 Obtencao do material

No presente estudo foram utilizadas as folhas da Jatropha multifida,
popularmente conhecida como merthiolate, coletadas no campus CECA, Centro de
Ciéncias Agréarias — UFAL, no municipio de Rio Largo, Alagoas. As folhas foram
submetidas a secagem a 30 °C, por um periodo de 15 dias, trituradas em liquidificador
industrial até obtencdo do p6 e acondicionado no freezer a — 20 °C.

4.2 Preparo do extrato bruto

Para a extracdo das proteinas presentes no pé das folhas de J. multifida, foram
testadas diferentes solugdes extratoras na proporgéo de 1:10 (m/v): Tris-HCI 50 mM
pH 8,0; tamp&o fosfato de s6dio 50 mM pH 7,2, NaCl 0,15 M e acetato de sédio 50
mM pH 5,0 submetidos a agitacdo constante (600 rpm), durante 16 horas, a 4 °C. Apés
esse tempo, os extratos foram filtrados em papel de filtro e armazenados em freezer
a-20 °C.

4.3 Precipitacfes do extrato bruto com sulfato de amoénio

O fracionamento, utilizando o extrato de Tris-HCI 50mM pH 8,0, foi realizado
com fracBes crescentes de sulfato de amonio em cinco ciclo de precipitacdo em
concentracdo diferentes (0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100%). A cada
adicdo de sal a amostra ocorreu em agitacdo constante em banho de gelo. Apds cada
uma das etapas de adicao de sal a amostra permaneceu a 4 °C durante 1 hora seguida
de centrifugacdo a 15.000 xg por 15 minutos a 4 °C em uma centrifuga refrigerada
(Centrifugues Hitachi, série RXIl). Ao final de cada centrifugacdo foi formado um
precipitado e um sobrenadante, no qual o precipitado foi ressuspendido em tampéao
Tris-HCI 50 mM pH 8,0, enquanto o sobrenadante foi retirado e usado para 0s novos

ciclos de precipitacao.
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4.4 Cromatografia em matriz de quitina

A fracdo de maior atividade especifica advinda do fracionamento salino
(Precipitado 0-20%) foi aplicada (600 pL) em uma cromatografia de afinidade (7,5 cm
x 1,5 cm) em matriz de quitina (Figura 11) equilibrada com Tris-HCI 50 mM pH 8,0 (40
mL) seguida por 30 mL de Tris-HCI 50 mM pH 8,0 contendo NaCl 50 mM, eluida com
acido acético 0,5 M (30 mL) e, por fim, 30 mL de acido acético 1,0 M. As fracGes foram
coletadas em aliquotas de 2 mL em 65 tubos falcon e a leitura de absorbancia foi
realizada em espectrofotdmetro (Varian Cary 50) a 280 nm. Ao final, os picos proteicos
ativos foram dialisados utilizando membranas semipermeaveis (poros de 12 kDa e
diametro de 2,5 cm) contra Tris-HCI 50 mM pH 8,0 por 6 horas para a remocéo do

acido acético e avaliadas quanto a atividade hemaglutinante (AH) e dosagem proteica.

Figura 11 - Coluna Cromatografica de Quitina, com amostra de Jatropha multifida.

Fonte: autora, 2019.

4.5 Teste de hemaglutinacéo

O ensaio de atividade hemaglutinante (AH) foi realizado em placas de
microtitulagdo, de acordo com a metodologia descrita por Paiva e Coelho (1992).
Aliquota (50 pL) da amostra foi diluida serialmente em NaCl 0,15M antes da adicéo

de 50 pL de suspenséao (2,5% v/v) de eritrocitos de coelho tratados com glutaraldeido.
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A AH (titulo 1) foi expressa como o inverso da maior diluicdo da amostra que promove
hemaglutinacdo (Figura 2). A atividade especifica (AHE) foi definida pela razdo entre
o titulo e a concentracdo proteica (mg/mL). A coleta de eritrocitos foi aprovada pelo

Comité de Etica em Experimentac&o com animais (processo 23076.033782/2015-70).

4.6 Determinacdo da Concentracéo de Proteinas

As diferentes amostras obtidas durante as etapas de extracdo, precipitacéo e
cromatografias foram quantificadas pelo método de Bradford (1976), usando albumina
de soro bovino como padréo (faixa de concentracdo de 1 a 0,01 mg/mL). Para isso
foram tomados 10 pL das amostras diluidas (1: 10), adicionados 190 uL de reagente
de Bradford. Posteriormente, as amostras foram incubadas por 5 minutos e a
absorbancia foi determinada a 595 nm.

4.7 Eletroforese SDS-PAGE

Com o intuito de avaliar o grau de pureza proteica, as amostras foram
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida a 10%, em presenca de
dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), de acordo com a metodologia descrita por
Laemmli (1970). Os géis foram preparados sob condi¢6es ndo redutoras e redutora
em presenca de ditiotreitol (DTT). A coloragéo foi realizada com 0,4 g de nitrato de
prata (AgNOs3) diluido em 2 mL de &gua deionizada acompanhada da adicdo da
solucdo B (126 pL de NaOH 10 M + 1,250 mL de NHsOH + 46,5 mL de agua),
permanecendo por 15 minutos. Em seguida, o gel foi incubado com agua e a solugéao
C ( 25 pL de acido citrico + 25 uL de formaldeido + 50 mL de agua deionizada).
Padrbées de massa molecular (12-225 kDa, Sigma) também foram submetidos a

eletroforese para a determinagédo da massa molecular aparente.

4.8 Dosagem de fendis

O conteudo de fenol do extrato bruto, fracionamento e da lectina das folhas de
J. multifida foi determinado usando o método de Folin-Ciocalteu com base na reducao
de reagente acido fosfomolibdico-fosfotungstico em meio alcalino (MORAIS et al.,

1999). Resumidamente, 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu diluido 1:10 em agua
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destilada e 2 mL de carbonato de sddio a 75 g/L foram adicionados a 0,5 mL das
amostras e as solucdes foram incubadas a 50 °C por 5 minutos. Apds resfriamento
durante 30 minutos, a absorbéncia foi medida a 760 nm. O teor de fenol foi

determinado com base em uma curva padrao de acido tanico (9, 6, 48 mg.mL-1).

4.9 Teste de inibicdo da AH por carboidratos e glicoproteina

A inibicdo da AH foi avaliada utilizando solu¢des de agucares na concentracao
de 0,2 M. Os agucares utilizados neste procedimento foram: D — Galactose, D —
Glicose, D — Frutose, D — Arabinose, D — Lactose, Sacarose, N-acetilglicosamina e 1
mg/mL da glicoproteina caseina. A metodologia e a escolha dos acucares deram-se
de acordo com Napoledo et al, (2011), uma vez que sdo os carboidratos
frequentemente escolhidos nessa etapa investigatoria.

Aliquotas de 50 uL da lectina diluida serialmente foram submetidas a
incubacao inicial em solucao de carboidrato dissolvidos em NaCl 0,15 M durante 15
minutos. Em seguida, foram adicionados 50 pL de suspensao de eritrocitos (2,5 % v/v)

nos poc¢os de microtitulagéo e incubadas por 45 minutos.

4.10 Avaliacao do efeito datemperatura e do pH na AH

O teste de estabilidade térmica foi feito mantendo aliquotas de 200 pL da
amostra em tubos de 1,5 mL, a temperaturas que variaram gradativamente de 30 a
100 °C, em banho maria com agua, durante 60 minutos. Apds esse periodo as
amostras foram centrifugadas (15.000 g, 5 minutos, 25°C) para remover precipitados,
caso fosse formado, e em seguida foi realizado a atividade hemaglutinante do
sobrenadante e quantificado em razao do titulo.

O ensaio para avaliar a estabilidade da lectina purificada das folhas de J.
multifida em diferentes valores de pH foi realizado com aliquotas de 1000 pL que foram
colocadas em membranas semipermeaveis (poros de 12 kDa e diametro de 2,5 cm)
para dialisar por 4 horas, com trocas a cada hora, contra varios tampdes com pH
variando de 3 a 12: Tampéao Citrato-fosfato 100 mM (pH 4,0), Acetato de sodio 100
mM (pH 5,0 - 6,0) Fosfato de sddio 100 mM (pH 7,0), Tris-HCI 100 mM (pH 8,0) e
Glicina-NaOH 100 mM (pH 9,0 a 12,0). Em seguida todas as amostras foram
submetidas aos testes de atividade hemaglutinante com suspenséo (2,5 % v/v) de
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eritrécitos de coelhos, para verificacdo da melhor AH. Todos os ensaios foram feitos

em triplicata.

4.11 Avaliagcado do efeito do EDTA e de ions divalentes sobre AH

A influéncia de cations divalentes (Ca?* e Mg?*) e do EDTA (agente quelante)
para a atividade hemaglutinante foi determinada conforme adaptacdes do método de
PAJIC et al. (2002). Aliquotas de 1000 uL da proteina foram colocadas em membranas
semipermedaveis com poros de 12 kDa, apresentando didmetro de 2,5 cm, e dialisadas
por 4 horas, com troca a cada hora contra 5 mM de EDTA e as solucdes de Ca’** e

Mg?* a 10 mM. Aliquotas foram retiradas e avaliadas a atividade hemaglutinante.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES

5.1 Extrato Bruto

Na tentativa de identificar a presenca de lectina nas folhas de J. multifida e
avaliar qual o melhor meio para a extracdo, observou-se que a melhor solucdo de
extracdo proteica foi o tampao Tris — HCI, pois o extrato bruto preparado com esse
tampé&o apresentou uma maior atividade hemaglutinante especifica (162,44), sendo
portanto escolhido para dar prosseguimento a purificagéo (Tabela 3).

Outras lectinas também foram extraidas utilizando o tampéao Tris — HCI 50 mM
pH 8,0, como a GaBL, isolada da casca de G. americana (COSTA et al., 2018) e a
TBFL, presente na fracdo de sementes de P. acutifolius (FERRIZ — MARTINEZ et al.,
2015).
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Tabela 3 — Teor de proteinas, atividade hemaglutinante (AH) e atividade

hemaglutinante especifica (AHE) de extratos de folhas de J. multifida em diferentes

solucdes.
Solucdes de extracao Proteina soltuvel  AH (titulo) AHE
(mg/mL)
Acetato de sodio 50 mM pH 5,0 2,130 256 120,19
NaCl 0,15M 2,012 - -
Tris-Hcl 50 mM pH 8,0 3,152 512 162,44
Fosfato de sédio 50 mM pH 7,2 2,780 256 92,08

Atividade hemaglutinante (AH) foi definida como o inverso da menor concentragdo capaz de
produzir a rede de hemaglutinacao de eritrécitos de coelho. AH especifica (AHE) foi calculada
como arazéo entre AH e a concentracdo proteica (mg/mL).

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

5.2 Fracionamento Salino

Ao realizar o fracionamento proteico com intuito de purificagcdo da lectina, a
Unica fracdo que apresentou maior atividade hemaglutinante especifica — AHE foi a
fracdo 20%, expressando AHE igual a 556,98, maior que do extrato (Tabela 3). Esse
valor maior indica a efetividade do método em concentrar em menor volume uma
maior quantidade da proteina de interesse.

Podemos constatar diante dos resultados expressos que o fracionamento
salino com sulfato de aménio € promissor, visto que foi possivel obter com esse
método, uma pré-purificacdo e a concentracao da lectina em Unica fracdo. Outros
trabalhos como Hiremath et al. (2020) e Costa (2018), também obtiveram éxito no
fracionamento salino de lectinas com rendimento de 60% e 50%, respectivamente,
nessa etapa. O rendimento obtido nessa etapa no presente estudo foi de 40%.

Extrato e a F 20% apresentaram conteudo de fenol de 8,139 pg/mL e 7,709
Hg/mL respectivamente. Apesar do conteudo de fendis também continuar elevado no
fracionamento, apds o procedimento cromatografico que ocorreu em seguida houve

eliminacao total desses metabdlitos.
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Tabela 4 — Fracionamento do extrato bruto com Sulfato de Amonio - AHE: Atividade
Hemaglutinante Especifica.

Amostras Proteina Proteinas AHE
(mg/mL) 'I'(cr)r:gi)s

Extrato 3,152 31,520 162,44
F1 — 0-20% (Precipitado) 3,677 3,677 556,98
F 20% (Sobrenadante) 0,714 6,926 -
F2 — 20-40% (Precipitado) 3,668 3,668 -

F 40% (Sobrenadante) 0,631 6,121 -
F3 — 40-60% (Precipitado) 4,362 4,362 -

F 60% (Sobrenadante) 0,260 2,600 -
F4 — 60-80% (Precipitado) 0,521 0,521 -

F 80% (Sobrenadante) 0,082 0,820 -

Fonte: elaborado pela autora, 2019.

5.3 Cromatografia em coluna de quitina

A amostra de lectina (F0-20%), quando submetida a cromatografia em coluna
de quitina (Figura 12), apresentou um Unico pico proteico ativo (AHE de 10.240) eluido
com acido acético 0,5 M, o que indica a eficiéncia da técnica cromatografica
empregada. Os picos eluidos anteriormente ao que foi obtido em acido acético 0,5 M,
com o tampao Tris-HCI na auséncia e presenca de sal, eram compostos néo

lectinicos, assim confirmando que a lectina teria sido adsorvida na matriz.

Outras lectinas de origem vegetal foram isoladas usando apenas um passo
cromatografico, por cromatografia de afinidade com matriz de quitina, a exemplos das
lectinas: PeRoL, isolada da raiz de Portulaca elatior, PgTeL, extraida da sarcotesta
das sementes de Punica granatum e Stell, isolada de folhas de Schinus
terebinthifolius (SILVA et al., 2019; SILVA et al., 2016; GOMES et al., 2013).
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Figura 12 - Perfil cromatogréfico da F 20% de folhas de J. multifida por coluna (7.5 x
1.5 cm) de quitina. Fracdes de 2,0 mL foram coletadas e avaliadas quanto a

absorbancia e AH.
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Fonte: elaborado pela autora, 2019.

Lectinas de ligacao a quitina sdo associadas as propriedades bacteriostaticas
e antifungicas devido a sua capacidade de se ligar a residuos de N-acetilglicosamina,
uma vez que uma grande quantidade de peptidoglicano na parede celular das
bactérias e a quitina presente na parede celular dos fungos fornece multiplos alvos
para interacdes. Como foi relatado por Lima et al., (2019) a ligacdo de StelLL a esses
residuos de agucares presente na parede celular de S. aureus perturbaram o processo

de divisao celular e levaram a acao bactericida.

Tabela 5: Purificagédo da lectina das folhas de J. multifida.

Amostra Volume Proteinas Proteina AH AHE Fator de Rendimento
(mL) (mg/mL) total purificagdo (%)
(mg)
EB 50 3,152 157,600 512 162,44 1 100
F 20% 5 3,677 18,385 2048 556,98 3,430 40
JamulLL 50 0,05 2,500 512 10.240 63,039 100

AHE: atividade hemaglutinante especifica — relacdo entre AH da etapa e proteinas (mg/mL);
Fator de purificacdo: relacdo entre AHE da etapa e a AHE do extrato; Rendimento: relacao
entre a AH total da etapa e a AH total do extrato.

Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Analisando a tabela 5, podemos verificar que a partir de 5 g do pé de folhas
secas foi possivel extrair 2,5 mg de JamuLL com rendimento de 100%. Além disso,
ainda observando a tabela, é possivel observar um aumento na atividade especifica
da lectina desde o extrato até o material purificado, indicando efetividade do método
de isolamento. Houve também elevagdo no rendimento obtido com a cromatografia,
guando comparado ao rendimento da fracao, e eliminacéo total dos fendis. Segundo
Jakobek (2015), compostos como os taninos sao abundantes em tecidos vegetais e
podem formar complexos com proteinas, estes sollveis ou insollveis, interferindo em
sua atividade biolégica e resulta em um falso positivo. Com essa eliminacdo dos

fendis, a lectina pode exercer a atividade hemaglutinante sem interferéncias.

As fracdes do pico proteico ativo foram reunidas e dialisadas contra o tampéao
de extracdo por 6 horas e denominada por JamuLL (lectina das folhas de Jatropha
multifida).

5.4 Eletroforese SDS-PAGE

A lectina ao ser submetida a eletroforese em condi¢cbes desnaturantes e nao
redutora apresenta uma unica banda de 56 kDa, canaleta 2 (Figura 13), indicando a
purificacéo da proteina.

Figura 13 - Eletroforese com gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 10 % coradas com
nitrato de prata — 1. marcador de massa molecular; 2: Lectina em condi¢cdes

desnaturante e néo redutora; 4: Lectina em condi¢cdo desnaturante e redutora com

ditiotreitol.
1
225kDa —p
150 kba —p
102 kba —p
76 kbDa —»
56 kbDa —»
38kDa —»
31kDa —»

Fonte: autora, 2020.
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Ao submeter a amostra a eletroforese em condi¢Ges desnaturantes e redutoras
(ditiotreitol - DTT), caneleta 4 (Figura 13), observou-se uma Unica banda na mesma
altura da detectada em condicbes ndo-redutoras, indicando que a lectina nédo
apresenta subunidades unidas por ligacao dissulfeto.

Outras lectinas apresentaram massas moleculares semelhantes como a PDL
(lectina de Parkia discolor), que apresentou uma Unica banda de 58 kDa, e a SejaBL
(lectina de Sebastiania jacobinensis), com massa aparente de 52 kDa na auséncia de
redutor e duas subunidades com a mesma massa molecular de 24 kDa e outro
fragmento de menos de 6 kDa (CAVADA et al., 2000; VAZ et al., 2010).

5.5. Teste de inibicdo da AH por carboidratos e glicoproteina

A fim de caracterizar a lectina de folhas de J.multifida quanto a especificidade,
a AH de JamulLL foi avaliada frente alguns carboidratos e glicoproteina (tabela 6). Este
ensaio determina também o grau de especificidade da lectina a carboidratos, sendo o
carboidrato mais especifico aquele que resulta na maior inibicdo da hemaglutinagcéao
(PAIVA et al., 2012).

A AH de JamulLL foi inibida parcialmente apenas pela glicoproteina caseina
(Tabela 6), o que indica que os locais de ligacao a carboidratos desta lectina interagem
melhor com os oligossacarideos da glicoproteina do que com monossacarideos ou
dissacarideos. Lectinas com locais de ligacao de carboidratos de um tamanho
estendido podem ligar preferencialmente a glicoproteinas, de modo que as por¢oes
de acucar dos glicoconjugados se organizem em uma geometria mais favoravel para
interacdo lectina-agucar, enquanto mono e dissacarideos ndo se encaixam bem no
local de ligacédo, resultando em um baixo afinidade da lectina para acucares simples
(SILVA et al., 2016). Comportamento semelhante foi obtido por Silva e colaboradores
(2016) que foi inibida por caseina e ovalbumina, mas ndo pelos monossacarideos
testados e mesmo sendo isolada utilizando matriz de quitina sua atividade néo foi

inibida por N-acetilglicosamina.
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Tabela 6 - Teste de inibicdo da atividade hemaglutinante de JamuLL por carboidratos

e glicoproteina.

Ligante AH - JamulLL
Controle Negativo 512
Lactose 512
Sacarose 512
Frutose 512
Galactose 512
Arabinose 512
Glicose 512
N-Acetilglicosamina 512
Caseina 8

Fonte: elaborado pela autora, 2020

5.6. Efeito datemperaturae do pH na AH

Jamull foi aquecida por 60 minutos em faixa de temperatura que variou de 30 a
100 °C e manteve sua AH inalterada em todo o intervalo, como mostra a figura 14,

demonstrando alta termoestabilidade.

Figura 14 - Efeito da temperatura na AH.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.
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Essa resisténcia a altas temperaturas € comumente relatada em lectinas de
plantas. Por exemplo, a lectina de Calliandra surinamensis manteve a atividade apos
aguecimento em todas as temperaturas testadas (30 — 100 °C) (PROCOPIO et al.,
2017). Outra lectina termoestavel em altas temperaturas foi a de sementes de Apuleia
leiocarpa (ApulSL), cuja atividade hemaglutinante foi preservada apds aquecimento a
100 °C por 2 horas (CARVALHO et al., 2015). No entanto, algumas lectinas ndo séao
estaveis em altas temperaturas. Por exemplo, a lectina de sementes de Parkia
panurensis manteve alta atividade hemaglutinante até uma temperatura de 40 °C ap6s
incubag&o por 1 hora. No entanto, perdeu metade de sua atividade a 50 °C e, em
seguida, perdeu completamente sua atividade quando expostas a temperaturas iguais
ou superiores a 70 °C (CAVADA et al., 2020).

A termoestabilidade de uma proteina pode variar de acordo com o grau de
dependéncia da estrutura da proteina em ligacbes de hidrogénio, presenca de
glicosilacdo, bem como complexidade de sua estrutura terciaria (PROCOPIO et al.,
2017).

A atividade de JamuLL foi maior na faixa de pH 4 a 7 (512), diminuindo
consideralvemente em pH 8 (8) e sendo inativa em pH igual ou maior a 9, revelando
gue a lectina € mais ativa em pH acido (figura 15). A PeRoL demonstrou um
comportamento semelhante de estabilidade de pH, sendo sua AH estavel em faixa de
pH 4 a 8 e perdendo sua atividade total em pH alcalinos (pH = 9). Outra lectina de
natureza acida é a Ddel que apresentou maior atividade na faixa de pH 5 — 6 e
diminuindo consideravelmente em faixa de pH 9 — 10. Por outro lado, a lectina da
semente de Platypodium elegans apresentou maiores valores de AH em pH béasico
(pH 9 — 10) (DA SILVA et al., 2019; TORRES et al. 2019; ARARIPE et al. 2017).

A atividade da molécula pode ser afetada por mudancas em qualquer nivel da
estrutura da proteina. Em sua conformacdo biologicamente ativa as cadeias de
proteinas se dobram espontaneamente, na maioria das vezes com o0s residuos
hidrofobicos no interior da proteina e os residuos carregados na superficie. Quando
um polipeptideo perde seu nivel de estrutura nativa, perdendo a atividade bioldgica,
ocorre a desnaturacdo da proteina. A estabilidade da estrutura nativa é facilmente
perturbada mesmo por mudangas ambientais sutis na tensdo de cisalhamento,

temperatura, pH, forga idbnica ou uma combinacdo dos mesmos (TORRES et al. 2019).
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Figura 15 - Efeito do pH na AH.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

JamuLL mostrou-se ativa em temperaturas e pH préximos aos encontrados no
corpo humano (37 °C, pH 6,5-7,5), que é desejavel para uso potencial no tratamento

de doencas infecciosas humanas (GOMES et al., 2013).

5.7 Efeito do EDTA e ions divalentes na AH

EDTA (4cido etilenodiaminotetracético) é um quelante de ion metélico que
influencia as caracteristicas de estabilizacdo e ligacdo de uma proteina, inibindo a
atividade da protease e outras proteinas dependentes de ions, bem como removendo
os cations divalentes interferentes. A eliminacéo de ions metalicos ligados a proteinas
também pode influenciar a estabilidade e a atividade junto com as caracteristicas de
ligacdo (SINGH et al., 2020). No entanto, a incubacdo de JamuLL com EDTA néo
alterou sua AH (figura 16), indicando que a lectina ndo é dependente de ions
metdlicos, bem como de EDTA. A atividade hemaglutinante de lectinas de
Machaerium acutifolium e Euphorbia antiquorum permaneceram inalteradas pelo
EDTA (SANTOS et al., 2019; SIRITAPETAWEE et al., 2018). Em contrapartida, a AHL

perdeu completamente sua atividade ao ser tratada com EDTA (ZENG et al., 2019).
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Figura 16 - Efeito do EDTA e de ions divalentes na AH.
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Fonte: elaborado pela autora, 2020.

Considerando que muitas lectinas sdo dependentes de Ca?* e outros ions
divalentes, a AH de JamuLL foi avaliada em presenca de Ca?* e Mg?*. No entanto,
ndo foi observada alteragdo da AH na presenca de ions de Ca?* e Mg?*. Isso indica
gue os ions metdlicos ndo sdo necessarios para a ligacao e estabilizacdo da JamulLL.
Lectina independente de ions metalicos foi relatada por Siritapetawee e colaboradores
(2018), EantH mostrou que a atividade era a mesma na presenca e auséncia de Ca?*
e Zn?*. Ja a EMtL6 apresenta dependéncia por Ca?*, Mg?*, Mn?* e Zn?* (OSMAN et
al., 2016).

Segundo Singh e colaboradores (2020), a necessidade de ions metélicos
desempenha um papel vital na estabilidade estrutural e nas especificidades do agucar
das lectinas. Assim, os ions metdlicos resultam na manutencéo da estabilidade das
subunidades de lectina, bem como reforcam a posicdo dos residuos de aminoacidos
para a ligacdo de carboidratos. Embora os agucares nao interajam diretamente com
os ions metalicos, a remocédo dos ions metalicos ligados a lectina pode influenciar a
capacidade de ligacdo das lectinas ao acucar. A desmetalizacdo da lectina pode

influenciar sua alca de ligacdo a ions, o que leva a grandes mudancas
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conformacionais, coisa que néo ocorreu com a JamuLL. Isso mostra que a lectina
pode apresentar atividade em diferentes condicdes do meio - com ou sem metais, em
diferentes temperaturas e numa faixa consideravel de pH — demonstrando elevado

potencial biotecnoldgico.
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6. CONCLUSOES

v" Nesse estudo foi possivel detectar, isolar e caracterizar uma lectina a partir das
folhas de Jatropha multifida, utilizando tampéao Tris-HCI 50 mM como melhor
extrator e um unico procedimento cromatografico através de coluna de quitina.

v' O isolamento da JamulLL foi confirmado através de eletroforese SDS-PAGE em
condi¢cdes redutoras e ndo redutoras sendo possivel verificar que € uma
proteina de massa molecular aparente de 56 kDa;

v' Lectina das folhas de J. multifida apresentou especificidade de ligacao a
caseina e foi igualmente estavel no intervalo de temperatura de 30 °C a 100 °C,
e demonstrou alta atividade em faixa de pH 4 a 7 e carater acido-neutro,
perdendo sua atividade frente a solucdes alcalinas;

v Apb6s o tratamento com EDTA, ion célcio e ion magnésio, a atividade
hemaglutinante de JamuLL foi inalterada mostrando ser uma biomolécula de
elevado pontencial biotecnolégico.
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