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RESUMO

Diversas plantas sao utilizadas pelo homem para o uso terapéutico e propagadas ao
longo das geragBes. Atualmente h& um crescimento em pesquisas buscando
identificar e isolar substancias ativas presentes nesses organismos visando a
criagdo de novos farmacos. A producdo dos principios ativos desses organismos
esta relacionada ao seu mecanismo de defesa contra agentes externos. Essas
substancias sdo normalmente classificadas em metabdlitos primarios e secundarios.
As lectinas sdo proteinas do metabolismo primario que podem assumir diversos
papéis bioldgicos, incluindo atividades antibacteriana, antifungica, anti-inflamatoria,
antitumoral e cicatrizante. Essas atividades estao relacionadas a capacidade que as
lectinas tém de se ligarem a carboidratos presentes na superficie celular de
organismos alvos, impedindo o seu desenvolvimento e/ou induzindo uma resposta
celular. Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & Grimes, popularmente
conhecida como barbatim&o, € uma planta utilizada na medicina popular para tratar
Ulceras, feridas, infec¢cdes na pele, gastrite, dentre outras. Este estudo tem como
objetivo investigar a presenca de lectina em entrecascas de A. cochliacarpos e
realizar a purificacdo e caracterizagéo parciais da mesma. O extrato foi preparado e
filtrado em carvdo ativado na tentativa de remover compostos que nao sdo de
interesse. Uma aliquota desse filtrado foi aplicada em uma coluna cromatogréfica de
quitina e as proteinas de interesse foram eluidas com &cido acético 1 M. Em
seguida, a amostra foi dialisada para remover a solugédo de eluicdo e sua atividade
hemaglutinante foi avaliada (512). A partir dai denominou-se por AcBL (lectina de
entrecascas de A. cochliacarpos). N&o foi possivel confirmar a purificacéo da lectina
através de eletroforese SDS-PAGE em condicfes redutoras e nado redutoras; o gel
mostrou a presenca de duas bandas proteicas nas duas condi¢cdes. A dosagem de
proteinas e de fendis foi feita em todas as etapas da purificacdo, bem como foram
realizados os testes de caracterizagdo. AcBL foi inibida por caseina, apresentou
termoestabilidade em ampla faixa de temperatura, demonstrou ser uma proteina
com carater acido-neutro e teve sua atividade reduzida na presenca de EDTA, ions
célcio e magnésio. O desenvolvimento deste trabalho contribui para o isolamento de
novas proteinas, apresentando relevancia regional ao investigar lectinas de uma
planta medicinal do Nordeste brasileiro, podendo representar um novo biomaterial
com elevado potencial biotecnolégico.

Palavras-chave: Planta medicinal, barbatiméo, lectina.



ABSTRACT

Several plants are used by man for therapeutic use and propagated throughout the
generations. There is currently a growth in research seeking to identify and isolate
active substances present in these organisms in order to create new drugs. The
production of the active principles of these organisms is related to their defense
mechanism against external agents. These substances are normally classified into
primary and secondary metabolites. Lectins are primary metabolism proteins that can
assume several biological roles, including antibacterial, antifungal, anti-inflammatory,
anti-tumor and healing activities. These activities are related to the ability that lectins
have to bind to carbohydrates present on the cell surface of target organisms,
preventing their development and / or inducing a cellular response. Abarema
cochliacarpos (Gomes) Barneby & Grimes, popularly known as barbatimao, is a plant
used in folk medicine to treat ulcers, wounds, skin infections, gastritis, among others.
This study aims to investigate the presence of lectin in A. cochliacarpos bark and
perform its partial purification and characterization. The extract was prepared and
filtered over activated carbon in an attempt to remove compounds that are not of
interest. An aliquot of this filtrate was applied to a chitin chromatographic column and
the proteins of interest were eluted with 1 M acetic acid. Then, the sample was
dialyzed to remove the elution solution and its hemagglutinating activity was
evaluated (512). From then on it was called AcBL (A. cochliacarpos bark lectin). It
was not possible to confirm the purification of lectin using SDS-PAGE electrophoresis
in reducing and non-reducing conditions; the gel showed the presence of two protein
bands in both conditions. The measurement of proteins and phenols was carried out
at all stages of purification, as well as characterization tests. AcBL was inhibited by
casein, showed thermostability over a wide temperature range, demonstrated to be a
protein with an acid-neutral character and had its activity reduced in the presence of
EDTA, calcium and magnesium ions. The development of this work contributes to the
isolation of new proteins, presenting regional relevance when investigating lectins
from a medicinal plant in Northeast Brazil, which may represent a new biomaterial
with high biotechnological potential.

Keywords: Medicinal plant, barbatiméo, lectin.
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1. INTRODUCAO

O Brasil é o pais com a maior biodiversidade do planeta devido a sua riqueza
de fauna e flora. Em se tratando da flora, a cada dia novas espécies vegetais sdo
catalogadas, muitas delas consideradas endémicas, o que faz aumentar a
responsabilidade ambiental sobre esse patriménio brasileiro. Muitas plantas nativas
sdo popularmente utilizadas para fins medicinais e essa pratica, denominada

fitoterapia, € tdo antiga quanto a civilizagdo humana (COSTA, 2018).

O uso de plantas medicinais € muito comum no Brasil, principalmente pela
populacao rural, que geralmente vive em zonas de dificil acesso, e por pessoas com
poucas condi¢cdes financeiras, que muitas vezes nao podem apropriar-se de
medicamentos vendidos comercialmente. Muitas vezes, esse rustico recurso € a
Unica alternativa para tratar da satde (TENORIO, 2012; COSTA, 2018).

Desde a antiguidade observam-se as propriedades terapéuticas associadas
as plantas, mas apenas a partir do século XIX, é que se iniciou a investigacao de
extratos vegetais, com a realizagdo das primeiras purificagbes de compostos
bioativos, oficializando, assim, o estudo da fitoterapia (ALMEIDA, 2011). Essas
propriedades chamaram a atencdo de cientistas ao longo dos anos e, com 0s
avancos tecnologicos, o conhecimento acerca das plantas cresceu, possibilitando o
isolamento e a caracterizagdo de novas substancias (PALHARINI et al.,, 2017;
TENORIO et al., 2016).

Devido ao pouco conhecimento cientifico sobre as consequéncias da
utilizacdo de plantas medicinais pela populacédo, o desenvolvimento de estudos que
tragam confianca e confirmem, com seguranca, se ha, ou néo, efeito prejudicial
dessa préatica no organismo, € fundamentalmente necessario (FERREIRA, SILVA,
SOUZA, 2013). Deve-se haver uma conexao entre senso comum e senso critico, e a
ciéncia pode ser essa ponte, fornecendo as informacdes necessarias para os leigos,

a partir do proprio saber popular.

Dentre as plantas utilizadas pelo homem para fins terapéuticos, a espécie
Abarema cochliacarpos, conhecida por barbatiméo, é uma das mais empregadas na

medicina popular, geralmente na forma de cha da casca do caule para ingestédo por
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via oral, e esse extrato possui acdo adstringente e antisséptica. Esse tratamento &
comum contra Ulceras, feridas, infeccbes na pele, gastrite, papilomavirus humano
(HPV) e até cancer (MONTEIRO et al., 2018).

Ha muitos relatos sobre as bioatividades do extrato da entrecasca do
barbatimdo, como por exemplo, inibicdo do estresse oxidativo e da inflamacéao,
cicatrizagcdo, acao antimicrobiana, antinociceptiva, antioxidante, antiviral, antitumoral
e efeitos gastroprotetores (SANCHEZ-FIDALGO et al., 2013; TENORIO et al., 2016).

Tem crescido o numero de pesquisas que buscam identificar e isolar
compostos bioativos presentes em plantas medicinais, visando a producdo de novos
farmacos. Os principios ativos desses organismos estdo relacionados ao seu
mecanismo de defesa contra agentes externos, e essas substancias sao

classificadas em metabdlitos primarios e secundarios.

Dentre os metabdlitos primarios, estdo as lectinas, que sao proteinas ou
glicoproteinas de origem ndo imune, com uma caracteristica fundamental que é a
capacidade de reconhecerem e se ligarem especificamente a carboidratos. Lectinas
ocorrem em todos os organismos vivos, mas as de fonte vegetal sdo as mais
investigadas. Em se tratando de purificacdo e caracterizacdo de lectinas, a familia
Fabaceae é a mais estudada (ARAUJO, 2011).

O fato de as lectinas terem especificidade por carboidratos confere a elas
uma ampla utilizacdo biotecnologica. Diversos trabalhos relatam as funcbes
desempenhadas pelas lectinas vegetais e, dentre as aplicacdes gerais, destacam-se
a atividade antibacteriana, antifungica, antiviral, antiparasitaria, inseticida e
antitumoral (NAPOLEAO et al., 2019).

Com base na utilizagédo do barbatimdo como planta medicinal e considerando
gue sdo poucos 0s trabalhos sobre compostos bioativos dessa espécie de
barbatimdo, a presente dissertacdo descreve a identificacdo de lectina de
entrecascas de Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & Grimes, bem como os

procedimentos para o0 isolamento e a caracterizacdo parcial da mesma.



17
2. OBJETIVOS

2.1. Geral

Investigar a presenca de lectina em entrecascas de A. cochliacarpos e

realizar a purificacao e caracterizacdo parcial da mesma.
2.2. Especificos

» Preparar extratos da entrecasca de A. cochliacarpos;

» Realizar remocéo de metabolitos secundarios do extrato bruto;

» Purificar a lectina da fracdo obtida por cromatografia liquida;

» Confirmar a purificagdo da lectina através de eletroforese em gel de
poliacrilamida em condi¢cdes desnaturantes da fracao eluida na cromatografia;

» Caracterizar a lectina quanto aos efeitos de temperatura, pH e ions na

atividade hemaglutinante.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Ouso de plantas medicinais

Grande parte da populacdo mundial utiliza-se de plantas para tratar
problemas de saude. No Brasil, a influéncia deixada por comunidades indigenas e
africanas, acerca dessas fontes medicinais, se mostra como uma alternativa em

potencial para a terapia de doengas (OLIVEIRA et al., 2013).

Segundo a Uniéo Internacional para a Conservacado da Natureza (IJUCN -
2012), s&o utilizadas na medicina moderna e tradicional, mais de 70.000 espécies de
plantas. O Brasil, pela tamanha riqueza de sua fauna e flora, ocupa a principal
posicdo no quesito biodiversidade no mundo (BRASIL, 2020) e este fato explica o
elevado potencial de desenvolvimento na pesquisa por fitoterapicos no pais
(MENDONCA, 2011).

Planta medicinal é qualquer organismo do reino Plantae que possui
substancias organicas ativas, permitindo a sua atuagdo como medicamento. Esse
reino € o que mais colabora para a descoberta de farmacos (FERREIRA, SILVA,
SOUZA, 2013). Até meados do século XVII, a unica forma de se tratar as
enfermidades da época, seja na prevencdo, alivio ou na cura, era por meio da

utilizacao de plantas, o que caracteriza a fitoterapia (COSTA, 2018).

A terapia através de produtos naturais € tdo antiga quando a civilizacdo
humana e essa pratica atualmente é bastante comum dentro da populagcéo
brasileira, especialmente pelas pessoas que vivem nas areas rurais (TENORIO,
2012). Regibes de dificil acesso e a falta de condi¢des financeiras sdo fatores que
aumentam a valorizacdo do saber popular e, consequentemente, a utilizacdo de

plantas medicinais, sendo este o Unico recurso para a saude (COSTA, 2018).

Segundo Tendrio (2016), desde a antiguidade observam-se as propriedades
terapéuticas de plantas medicinais, mas somente apés o ano de 1900 é que se
mencionam as informacdes acerca dos estudos de caracterizacdo dessas
propriedades. Ao final do século XVIII, atravées do isolamento e estudo de
metabdlitos provenientes de extratos vegetais, tornou-se possivel uma proposta
cientifica consistente para a utilizacdo de plantas medicinais e, a partir da purificacao
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de substancias bioativas no inicio do século XIX, o estudo da fitoterapia foi renovado
com o desenvolver-se da fisiologia e da farmacologia experimental (ALMEIDA,
2011).

A partir de fontes vegetais, podem-se obter moléculas importantes para o
desenvolvimento de novos medicamentos, com base em sua alta diversidade
guimica e seus diferentes mecanismos de acéo (LIMA, 2019). Essas ricas fontes de
agentes com propriedades terapéuticas e compostos bioativos chamaram a atencao
dos cientistas e, com o passar do tempo, o conhecimento sobre plantas foi
crescendo em conjunto com a evolucao tecnoldgica, permitindo assim o isolamento
e a caracterizacdo de novas substancias (PALHARINI et al., 2017; TENORIO et al.,
2016).

Muitas espécies dos biomas brasileiros sdo consideradas endémicas, ou seja,
gue ocorrem em uma regido geografica especifica. Mesmo com esse fato, a
exploracdo desses biomas vem acontecendo de forma inadequada, por meio, por
exemplo, da industria madeireira, do desmatamento, das queimadas, dentre outros
fatores. Para Costa (2018) o que preocupa € que esses fatores podem provocar a
extincdo de varias espécies vegetais, 0 que inclui as endémicas e também as
plantas medicinais, possibilitando, assim, a perda de moléculas bioativas e de

interesse biotecnolodgico.

Pires (2011) considera que a maioria das espécies da flora medicinal ainda
ndo € conhecida, seja quimica ou farmacologicamente. Isso enfatiza ainda mais a
importancia de se haver uma exploragdo consciente e sustentavel desses seres.
Além disso, Jesus (2010), Goncalves, Filho e Menezes (2005) afirmam que muitas
pessoas tém feito o tratamento fitoterapico com plantas que nédo tiveram ainda seus

efeitos analisados nem seus potenciais terapéuticos cientificamente comprovados.

Visto que ha pouco conhecimento sobre a confiabilidade e seguranca da
utilizacdo de muitas plantas medicinais, é essencial o desenvolvimento de pesquisas
gue confirmem todos os efeitos das plantas no organismo, sejam eles desejaveis ou
ndo. Esses estudos também podem contribuir para o aumento de informacdes

botanicas e farmacoldgicas desses vegetais, além de poder diminuir o tempo para
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se desenvolver novos medicamentos, sendo este fator bastante positivo tanto para a
populacdo, quanto para os pesquisadores (FERREIRA, SILVA, SOUZA, 2013).

De acordo com Mendonca (2011), apesar do interesse pela fitoterapia estar
crescendo cada vez mais, sdo poucos os trabalhos desenvolvidos no Brasil com
foco na diversidade biolégica de plantas medicinais. Em contrapartida, Jesus (2010)
relata que tém se intensificado os estudos sobre as propriedades farmacéuticas de

plantas na tentativa de minimizar os efeitos prejudiciais a saude e de descobrir

novas drogas capazes de combater doencas.

De maneira geral e diante da constante utilizacdo de plantas medicinais
principalmente pelos brasileiros, torna-se necessariamente fundamental a
continuidade e o aprofundamento dos estudos sobre a fitoterapia, ndo somente para
esclarecer ao meio cientifico sobre os potenciais biotecnolégicos desse biomaterial,
mas também a populacéo leiga, acerca da bioatividade de substancias presentes
nesses organismos e que sdo, em sua maioria, desconhecidas. A partir da
descoberta e descricao bioldgica dessas moléculas, a comunidade em geral podera
valorizar e proteger com responsabilidade essa flora tdo rica (COSTA, 2018;
MENDONCA, 2011).

Um aspecto consideravelmente novo do estudo de plantas medicinais € a
etnofarmacologia que, a partir de informacgdes coletadas de um grupo étnico, estuda,
além dos minerais, os produtos de origem animal e vegetal que sdo usados como
remédio pela populacdo, a fim de compreender as a¢des farmacoldgicas e, assim,
dar validade aos dados, permitindo a indicagdo popular do farmaco (ALMEIDA,
2011).

Bessa (2013) ressalta a importancia que a pesquisa fitoquimica tem para o
interesse popular, principalmente quando ainda ndo sdo disponiveis o0s estudos
guimicos das espécies vegetais utilizadas no tratamento de enfermidades. Para o
autor, ainda s@o escassas as pesquisas referentes a ciéncia por trads dos compostos
bioativos de plantas medicinais e considera contraditorio o fato de o Brasil possuir a
maior diversidade vegetal do mundo, com tantas plantas medicinais, e, a0 mesmo

tempo, ser pequeno o crescimento do numero de informacdes sobre essas plantas.
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Para Almeida (2011), deve-se haver a seguranca para que néo se tenha uma visao
preconceituosa sobre medicamentos a base de plantas e que ndo se aceite sua
veracidade sem os devidos questionamentos. A autora enfatiza a orientacdo da
Organizagdo Mundial da Saude (OMS) sobre ser feita uma ponte entre a medicina
popular e a cientifica, pois isso pode desmistificar o uso de plantas medicinais e
conferir confiabilidade a tantas pessoas que utilizam desse meio para suprir suas

necessidades.

O metabolismo vegetal, assim como o de qualquer ser vivo, envolve
processos bioquimicos simples e complexos que permitem 0 crescimento,
desenvolvimento, reproducdo e perpetuacdo das espécies de plantas. O
metabolismo que é comum a todos os seres é chamado de primario, e esta
relacionado a sintese de substancias vitais para a sobrevivéncia, como aminoacidos,
carboidratos, lipideos, proteinas e acidos nucleicos. Ja o metabolismo secundario
abrange a resposta das plantas aos fatores fisicos e biolégicos do ambiente,
contribuindo para a comunicacao e interagdo entre as espécies, causando a atracao,

repulsdo, manutencado ou destruicdo delas (ALMEIDA, 2017).

Paiva et al. (2012) afirmam que metabdlitos primarios sdo produzidos
constantemente em todos 0s organismos vivos, enquanto que o0s metabdlitos
secundarios, como flavonoides, alcaloides, terpenos e fendis, ocorrem em
determinados periodos ou ocasifes, tendo sua producdo aumentada frente a
estresses ambientais, como exemplos o ataque de parasitas, pragas, doencas,

radiacdo e escassez de agua.

Sanchez-Fidalgo et al. (2013) relatam que atualmente produtos naturais
vegetais sdo avaliados quanto a modulacéo de respostas inflamatorias, e que dentre
0S compostos presentes em extratos de plantas medicinais, os flavonoides
apresentam bioatividades interessantes, como anticancerigena, antimicrobiana, anti-

inflamatdria, imunomoduladora, dentre outras.

Diante disso, sdo muitas as possibilidades de estudo dentro do ambito da
fitoterapia, especialmente se tratando de um pais com tamanha diversidade
floristica. Muito ainda precisa ser descoberto do universo das plantas medicinais e

ser compreendido sobre aquelas que, de geracdo em geracdo, sao tao utilizadas
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pela populacdo brasileira. Pesquisas cientificas que identifiquem, isolem e
caracterizem compostos biologicamente ativos de fontes vegetais devem ser
incentivadas, a fim de assegurar o uso responsavel e consciente desses produtos

naturais.
3.2. Familia Fabaceae e género Abarema

As angiospermas constituem o maior e mais complexo grupo de vegetais que
existem no planeta com mais de 250 mil de um total de 350 mil espécies de plantas
conhecidas. Dentre as angiospermas, a familia Fabaceae é a terceira maior,
contendo cerca de 750 géneros e 19.500 espécies. Fabaceae, por sua vez, divide-se
em trés subfamilias, Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae (SOUZA et
al., 2019).

De David, Gongalves e Neto (2015), afirmam que Fabaceae é a familia
botanica mais expressiva, ocorrendo em todos os biomas, seja nas florestas
tropicais, desertos, planicies ou alpes. Morfologicamente variada, suas plantas
podem se apresentar como arvores grandes ou até como pequenas ervas. Suas
diferentes partes, raizes, folhas, legumes, sementes e flores, sdo aproveitadas na
alimentacdo animal, na producao de derivados alimentares, na industria madeireira,
de tintas, de cosméticos, na apicultura, no paisagismo e como fonte de produtos
medicinais (MENDONCA, 2011).

A subfamilia Mimosoideae se constitui de quatro tribos (Mimoseae,
Mimozygantheae, Acacieae e Ingeae) com 3.270 espécies e 82 géneros, ocorrendo
nas regides tropicais, subtropicais e zonas temperadas do globo, possuindo maior
diversidade na América tropical, Africa, Asia e Australia. Na flora brasileira so
aproximadamente 824 espécies e 37 géneros (TAMASHIRO e ESCOBAR, 2016).

Dentro da tribo Ingeae encontra-se o género Abarema, o qual foi descrito pelo
geografo e botanico suico Henry Pittier, em 1927, e compreende cerca de 50
espécies no planeta. No Brasil sdo descritas 30 espécies com diversidade central na
Floresta Amazbnica e na Floresta Pluvial Atlantica (IGANCI e MORIM, 2012).
Distribuem-se por florestas e matas costeiras do sul do Brasil até o México,

concentrando-se em numero de espécies também na Amazo6nia Venezuelana, vales
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andinos colombianos, no Equador e nas llhas do Caribe (GUERRA, MORIM e
IGANCI, 2016).

3.2.1. Espécie Abarema cochliacarpos

Algumas espécies do género Abarema possuem utilidade para fins
medicinais, sendo a Abarema cochliacarpos uma das plantas mais aproveitadas da
flora brasileira para o tratamento de doencas (SANTOS et al., 2015; OLIVEIRA et al.,
2013), sendo conhecida popularmente como barbatimdo, bodao-vermelho, inga
negro, abaramotemo, barbatimao-verdadeiro, barba-de-timéo, barbatimao-vermelho,
casca da virgindade, ibatimd, paricana, picarana, etc (PIRES, 2011; SANTOS et al.,
2018).

Abarema cochliacarpos (Figura 1) € natural e endémica do Brasil, ocorrendo
nos biomas Mata Atlantica, Cerrado e Caatinga. Esses biomas vém sofrendo
modificagdes antrépicas, fazendo com que essa espécie seja inserida na lista de
plantas ameacadas de extingdo (MENEZES, 2016; SANCHEZ-FIDALGO et al.,
2013). Podem ser encontradas na regido Sudeste, nos estados do Espirito Santo,
Minas Gerais, Rio de Janeiro e Sao Paulo, e na regido Nordeste, no Ceara, Rio
Grande do Norte, Paraiba, Pernambuco, Bahia, Sergipe e Alagoas (IGANCI e
MORIM, 2015).

Figura 1 - Abarema cochliacarpos (Gomes) Barneby & J.W.Grimes

Fonte: POPOVKIN (2010)
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Podendo atingir até 30 metros de altura (BARBOSA, 2015), apresenta-se
como uma arvore cuja copa tem uma abundancia de folhas compostas,
inflorescéncia aglomerada de forma esférica, flores levemente amareladas, frutos
contorcidos e sementes brancas (Figura 2). No Brasil, outras espécies de plantas
sdo conhecidas também pelo nome de barbatimdo, sdo elas Stryphnodendron
adstringens, S. ovobatum, S. polyphyllum, S. barbatimam e Dimorphandra mollis
(TENORIO, 2016).

Figura 2 - Estruturas de Abarema cochliacarpos: (a) Folha, (b) Fruto tipo vagem, (c) Fruto
com exposicao de sementes, (d) Inflorescéncia, (e) Casca do caule.

Fonte: Adaptado de JESUS (2010).
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3.2.2. Bioatividades de Abarema cochliacarpos

Diversas plantas séo utilizadas pelo homem para fins terapéuticos. Muitas
comunidades do Nordeste brasileiro empregam Abarema cochliacarpos como planta
medicinal no tratamento de Ulceras, feridas, infeccdes na pele, gastrite, HPV e até
cancer. Silva et al. (2010) relatam que da casca do barbatimédo geralmente é feita a
decoccdo, resultando numa espécie de cha com propriedade adstringente e

antisséptica.

Oliveira et al. (2013) fizeram um estudo utilizando a infusdo e o extrato bruto
da casca do barbatimdo para avaliar os efeitos no figado de camundongos. Foi
observado através de testes histoldégicos que ambas as amostras causaram
intoxicacdo hepética. Os autores ressaltam a importancia desses resultados que
descrevem a hepatotoxicidade do barbatimdo, pois embora existam trabalhos
publicados sobre sua atividade no tratamento de doencas e que muitas
comunidades, especialmente pobres, a utilizam como recurso farmacéutico, deve-se
desenvolver mais analises fitoquimicas desses materiais para identificar e separar
compostos responsaveis por essa toxicidade em camundongos dos bioativos de

interesse biotecnoldgico.

Em contrapartida, outros estudos foram feitos considerando os efeitos
benéficos do barbatiméo. A fracdo butandlica de Abarema cochliacarpos foi avaliada
por Sanchez-Fidalgo et al. (2013) contra macrofagos peritoneais de ratos
estimulados por lipopolissacarideos. Os resultados demonstraram inibicdo do
estresse oxidativo e da inflamagdo causada, constituindo-se como descobertas

interessantes para o tratamento de doencas inflamatorias.

Ratos Wistar tiveram parte de sua pele queimada e foram, em seguida,
contaminados com Staphylococcus aureus, em um trabalho feito por Oliveira et al.
(2013). Trés dias apOs esse processo, iniciou-se o tratamento com o extrato
hidroetanolico de A. cochliacarpos diretamente na ferida e observou-se uma
cicatrizagdo significativamente mais rapida do que no grupo de ratos nao tratados,

além da acédo antimicrobiana desse extrato.

Silva et al. (2009) puderam comprovar também a atividade dos extratos
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aguosos e metandlicos da casca do barbatimdo em ratos que foram estimulados a
algesia, através de injecao intraperitoneal de acido acético e capsaicina. Os autores
afirmam que substancias ativas exerceram propriedades antinociceptivas e que
esses efeitos justificam o possivel uso dessa planta pela populagdo no tratamento
da dor, porém sdo necessarios maiores estudos para esclarecer qual principio ativo

atua como analgésico nesse organismo.

A atividade antibacteriana de extratos ciclohexanico, aceténico e etandlico da
casca do barbatiméo foi verificada por Tendrio et al. (2016) contra bactérias isoladas
de feridas cutaneas de cées: Staphylococcus intermedius, Bacillus sp., Pasteurella
sp. e Escherichia coli. Destas, apenas as bactérias Gram-positivas Staphylococcus
intermedius, Bacillus sp. sofreram inibicdo do crescimento para a maioria das

concentracfes de extratos testadas.

Da Silva et al. (2010) também utilizaram a casca de A. cochliacarpos para
obter extratos cloroférmico e metandlico, e, a partir deste, as fracdes butandlica,
acetato de etila e aquosa foram testadas contra Ulcera gastrica aguda induzida por
etanol e acido acético em ratos. Os resultados sugeriram que esta planta apresenta
efeitos gastroprotetores e propriedades cicatrizantes, pois estimulou fatores
proliferativos e induziram fatores de cura, como ciclo-oxigenase-2 (COX-2),

restabelecendo, assim, a integridade da mucosa estomacal.

Em outro trabalho, os autores supracitados testaram a fracdo butandlica do
extrato metandlico contra colite aguda provocada por introducdo de acido
trinitrobenzenossulfénico (TNBS) em ratos, e puderam comprovar que esse extrato
agiu por mecanismo anti-inflamatério, corroborando com o fato de que esta planta é
bastante utilizada popularmente para o tratamento de doencas gastrointestinais (DA
SILVA et al., 2010).

Nascimento Junior (2016) investigou a atividade antioxidante, a citotoxicidade
e o conteudo de fendis totais em extratos metandlicos de folhas de trés plantas
comuns da Caatinga, entre elas A. cochliacarpos. Todos o0s extratos foram
considerados promissoras fontes de antioxidantes, n&o apresentando acao
citotoxica. O autor enfatiza que é necessario aprofundar os estudos que busquem

identificar e isolar compostos dos extratos que justifiquem essa bioatividade
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De acordo com bioensaios de barbatimdo realizados por Jesus (2010), o
vegetal apresentou moderada citotoxicidade quando a administracao se deu por via
intraperitoneal e ndo foi tdxico quando por via oral. O extrato etandlico da casca
apresentou atividade antimicrobiana e efeito antiaderente frente a Streptococcus
mitis, Streptococcus sanguinis, Streptococcus mutans, Streptococcus salivarius,
Streptococcus oralis e Lactobacillus casei. Observou-se acao cicatrizante de feridas
cutaneas atraves de reducao do processo inflamatorio, efeito analgésico também foi
constatado e o extrato e suas fracdes purificadas mostraram inibicdo de duas

linhagens de tumores malignos.

Monteiro et al. (2018) realizaram um monitoramento tecnoldgico acerca do
potencial uso de extratos do barbatimdo (incluindo espécies além de A.
cochliacarpos), com inspiracédo no estudo da patente de uma pomada desenvolvida
por professores da Universidade Federal de Alagoas, com o objetivo de tratar
infeccbes causadas pelo HPV. ApoOs vasta pesquisa em bases de dados de
patentes, foram encontradas 29 patentes relacionadas ao uso de extratos do
barbatimao, envolvidas nas areas de saude e cosméticos. O Brasil é o pais que
apresenta o0 maior numero de patentes relacionadas, corroborando com a riqueza de
sua biodiversidade. Essas patentes estdo mais concentradas no campo medicinal,
associando-se ao fato de que as plantas conhecidas por barbatimao séo utilizadas

na medicina popular.

3.3. Lectinas
3.3.1. Historico, definicdo e propriedades gerais

Lectina, no sentido etimolégico da palavra, significa selecionar, do latim lectus
(OLIVEIRA, 2018). O primeiro trabalho relatado na literatura envolvendo o
conhecimento de lectinas data de 1860 e foi realizado por Silas Weir Mitchell, o qual
observou a capacidade que o veneno da cobra Crotalus durissus tem de aglutinar o
sangue de pombo (OLIVEIRA, 2017). Essa atividade hemaglutinante presente em
extrato de plantas foi primeiramente identificada em 1888, na Universidade de
Dorpat (na Esténia), por Peter Hermann Stillmark, em seu trabalho com Ricinus
communis (mamona) e denominou como ricina, a proteina responsavel por essa

acao (FAZANARO, 2010). Pouco tempo depois e na mesma universidade, H. Hellin
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demonstrou haver uma substancia em sementes de Abrus precatorius (jequiriti) com
esse mesmo potencial aglutinante, e a batizou como abrina (VASCONCELOS,
2010).

Em 1898, Elfstrand sugeriu a denominacdo hemaglutinina para as proteinas
até entdo descobertas, ricina e abrina, devido a atividade hemaglutinante exercidas
por ambas. Em 1952, Waltkins e Morgan comprovaram que esta caracteristica
baseava-se na especificidade de ligacéo entre lectina e carboidrato. Até meados do
século XX, o termo hemaglutinina ainda era utilizado (ARAUJO, 2011), além da
designacao fitoaglutininas, para aquelas proteinas identificadas em vegetais
(BARBOSA, 2013).

Paul Ehrlich aproveitou as descobertas de ricina e abrina para realizar
estudos imunoldgicos e, em 1891, propds os principios fundamentais da imunologia.
Anos mais tarde, em 1902, Karl Landsteiner, da Universidade de Viena, observou
gue as atividades hemaglutinantes de varios extratos de sementes eram diferentes
guando testadas com eritrocitos de diferentes animais. Essa descoberta fascinou
William C. Boyd, da Universidade de Boston, que, em 1954, testou sementes de
Phaseolus lunatus (feijdo-de-lima) quanto a especificidade de grupos sanguineos.
No sangue tipo A houve aglutinacdo, mas ndo houve no B e no O (MISHRA et al.,
2019).

Uma hemaglutinina pura foi obtida pela primeira vez em 1919 por James B.
Sumner, a partir do feijdo-de-jaca (Canavalia ensiformis) e que foi denominada como
concanavalina A (ConA). Porém, somente duas décadas depois, Sumner e Howell
relataram a atividade hemaglutinante dessa proteina contra eritrécitos e leveduras.
Eles também constataram que essa atividade foi inibida pela sacarose e sugeriram
gue a hemaglutinacdo desenvolvida pela conA seria o resultado de uma reacao
desta com carboidratos da superficie dos eritrocitos. Pela primeira vez a
especificidade das lectinas por acucar foi comprovada (SHARON e LIS, 2004).

De acordo com Lima et al. (2017), aglutininas, hemaglutininas ou lectinas séo
identificadas devido a sua habilidade em aglutinar eritrocitos, em determinados

casos de forma especifica, isso porque se ligam aos antigenos de eritrocitos
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(macromoléculas da superficie extracelular) que podem ter estrutura glicidica ou

glicoproteica.

Houve um grande interesse, durante a Segunda Guerra Mundial, com relacéo
a tipagem sanguinea pela necessidade de transfusdo de sangue, e isso resultou na
descoberta de varias lectinas especificas para vérios tipos de sangue (OLIVEIRA,
2017). A partir dessa especificidade e da diferenciagéo supracitada, no ano de 1954
foi sugerido por Boyd e Elizabeth Shapleih que as fitoaglutininas fossem
denominadas lectinas, visto que seu significado €& escolher ou selecionar
(BARBOSA, 2013).

Apos listagem feita por Sharon e Lis, em 1972, sobre as lectinas de plantas
isoladas e caracterizadas até entdo, e frente a uma extensa aplicabilidade dessas
proteinas, passou-se a utilizar o termo “lectinologia”, expressao introduzida por
Potapov para designar a area de estudos voltada totalmente a pesquisa sobre
lectinas (CASTANHEIRA, 2011). A partir disso, o termo foi generalizado para todas
as proteinas com potencial de aglutinar células ou precipitar polissacarideos e

glicoproteinas (BARBOSA, 2013).

A partir destes estudos pioneiros e de suas divulgacoes, surgiram diversos
outros trabalhos envolvendo lectinas vegetais. Uma descoberta que marcou a
histéria dessas proteinas foi realizada por Peter Nowell, em 1960, o qual expbs a
atividade mitogénica da lectina do feijdo-comum (Phaseolus vulgaris), contribuindo

ainda mais para os avangos de pesquisa no campo da imunologia (SANTOS, 2018).

Trés anos depois, outro acontecimento importante se deu com a publicacéo
do primeiro trabalho sobre lectinas e cancer, por Joseph C. Aub, o qual relata que
extratos de Triticum vulgare (trigo) inibiram o crescimento tumoral devido a
aglutinacdo das células cancerigenas (CASTELAO, 2017). Isso fez com que
cientistas associassem as alteracdes na parede celular e a tendéncia para aglutinar

lectinas com o desenvolvimento das células de cancer (BARBOSA, 2014).

De 1970 até os dias atuais, houve um grande avanco no que se refere ao
conhecimento estrutural e de aplicabilidade das lectinas, principalmente devido ao
surgimento e evolucdo dos métodos utilizados na purificacdo e caracterizacdo. A
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divulgacéo cientifica contribui bastante para difundir as propriedades singulares
dessas proteinas, além de provocar o interesse em explorar novos organismos
(COSTA, 2018).

Pinto-Junior (2019) comenta que a partir de 1980 a disponibilidade de lectinas
puras possibilitou o estudo ndo s6 das propriedades fisico-quimicas, mas também
da particularidade de suas atividades biolégicas. O progresso tecnoldgico e 0s
avancos da bioquimica e biologia molecular permitiram a determinagéo da estrutura
proteica, da especificidade de ligacdo a carboidratos e do sequenciamento dos
aminoécidos. Ainda em 1983 foi possivel clonar a primeira lectina, a partir da lectina

de soja.

Com base na especificidade de ligacdo a acUcares e na inibicao da atividade
hemaglutinante (AH), Goldstein e colaboradores definiram, em 1980, que lectinas
sdo proteinas ou glicoproteinas, de origem nao imune, que aglutinam células e
precipitam glicoconjugados. Em 1981, Kocourek e Horejsi propuseram que lectinas
sdo proteinas ou glicoproteinas, de natureza ndo imune, que se ligam a
carboidratos, sem atuarem como enzimas e que nao necessitam de grupos hidroxila
para efetivar a ligagdo (VASCONCELOS, 2010).

Ha um destague em todas essas definicbes com relagdo a origem nao
imunolégica das lectinas, e isso € explicado por Gomes (2013) como sendo
necessario para diferenciar essas proteinas dos anticorpos que aglutinam células.
Estes sdo produtos de uma resposta imune e apresentam menor variedade
estrutural entre si, enquanto que aquelas sdo produzidas por organismos que nao
apresentam sistema imune e podem distinguir-se bastante quanto aos constituintes
primarios, necessidade de metais, massa molecular, estrutura tridimensional e

ocorréncia de glicideos na estrutura molecular.

De acordo com Araujo (2011) e Pinto-Junior (2019) a definicdo mais utilizada,
até entdo, foi criada por Peumans e Van Damme, em 1995, e estabelece que
lectinas sejam proteinas ou glicoproteinas de origem n&o imune com capacidade de
se ligarem de forma especifica e reversivel a carboidratos, possuindo, no minimo,
um dominio ndo catalitico (dominio de reconhecimento a carboidratos — DRC). Este

dominio de reconhecimento a carboidratos, pertencente a estrutura polipeptidica, é a
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regido na qual ocorre a ligacdo das lectinas com os carboidratos.

Esta interacdo pode ser tdo particular quanto a que ocorre entre substrato e
enzima ou entre antigeno e anticorpo (SILVA, 2018). O mecanismo de ligacdo esta
relacionado a especificidade existente em todas as lectinas; diferentes DCR
resultam em diferentes especificidades ao carboidrato. E tudo isso se correlaciona
com as bioatividades que essas proteinas exibem (CASTELAO, 2017). As forcas
gue fornecem a estabilidade das ligacfes reversiveis entre lectina e agucar séo as
interacdes hidrofébicas, forcas de van der Waals e ligagdes de hidrogénio (PAIVA et
al., 2010).

A nomenclatura das lectinas geralmente segue uma regra, comumente
utilizada na literatura, com base na facilidade para citacdo. Elas devem ser
denominadas por uma sigla derivada do nome cientifico das espécies das quais
foram purificadas (BARBOSA, 2014). Por exemplo, Silva et al. (2016) purificaram
uma lectina a partir da sarcotesta de roma (Punica granatum) a qual foi designada
por PgTelL: Pg - Punica granatum, Te — testa, L — lectin. Silva (2017) isolou uma
lectina da casca de Schinus terebinthifolius (aroeia da praia), que ficou conhecida
como SteBL: Ste - Schinus terebinthifolius, B — bark, L — lectin. Castanheira (2011)
purificou uma lectina da peconha de Bothropoides pauloensis (serpente),

denominada BpLec.

A identificacdo de lectinas em uma amostra pode ocorrer facilmente por meio
de uma técnica chamada de hemaglutinacao (Figura 3A). A amostra € serialmente
diluida e, em seguida, é incubada com eritrécitos (humanos ou animais), que podem
ser tratados enzimaticamente (melhorando a sensibilidade das células a lectina) ou
guimicamente (para fixar os eritrocitos e aumentar sua validade) (SILVA, 2015). A
atividade hemaglutinante (AH) corresponde ao inverso da maior diluicdo em que se
observa a hemaglutinagédo (GOMES, 2013).

Para confirmar que a espécie aglutinante € uma lectina, deve-se realizar o
teste de inibicdo da atividade hemaglutinante (Figura 3B), onde a amostra é diluida
em série em uma solugdo de carboidratos ou glicoproteinas livres, antes da adicao
dos eritrgcitos. Dessa forma, os DRC das lectinas poderdo ser ocupados por essas

macromoléculas livres em solucéo, impossibilitando a interacdo com os agucares da



32

superficie celular e resultando na precipitacdo dos eritrocitos. Esse ensaio também
permite determinar qual carboidrato € especifico para a lectina, sendo este o que
mais inibe a AH (SILVA, 2015).

Costa (2018) explica que ha possibilidade de compostos como lipideos,
taninos ou ions bivalentes contribuirem, por meio de ligacBes ndo especificas, para
um falso resultado da AH, destacando ainda mais a necessidade de se realizar o
teste de inibicdo por carboidratos para confirmar se a hemaglutinacdo tem natureza
lectinica.

Figura 3 - Representacdo esquematica (A) da rede de eritrécitos promovida pela ligacdo da
lectina aos carboidratos de superficie e (B) da inibicdo da atividade hemaglutinante pelos
carboidratos livres.

A ~ ‘?.7 : L‘: . B ol

% e : Z
e Eritrécito 1% Lectina . cCarboidratos livres

Fonte: Adaptado de Paiva, et al. (2010).

De forma geral, as lectinas sdo estruturalmente estaveis devido a sua forma
compactamente globular, agregacdo molecular e perfil de glicosilacdo. Sendo assim,
fatores externos sdo necessarios para mudar a estrutura dessas proteinas, como
temperaturas elevadas, pH e a acdo proteolitica de enzimas, que modificam a
conformacéo proteica por meio da quebra de interacfes que mantém sua estrutura

(interacdes de hidrogénio, ibnicas e ligacdes covalentes) (BARBOSA, 2013).
3.3.2. Lectinas vegetais

Lectinas sdo predominantes em animais e plantas (CASTELAO, 2017).
Apesar das lectinas vegetais serem as mais estudadas (OLIVEIRA, 2018), elas
ocorrem em todos 0s organismos vivos, incluindo algas, fungos e bactérias (MISHRA

et al., 2019). Existe a dificuldade de se investigar lectinas de fontes animais devido a
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baixa expresséo tecidual se comparado as lectina vegetais e, como a caracterizacao
demanda uma quantidade grande de material bruto, pode se tornar inviavel seguir
por esse caminho (CASTANHEIRA, 2011).

De acordo com Carneiro e Halla (2011), a maioria das lectinas vegetais
possui especificidade por carboidratos simples (monossacarideos e devivados
desses) como, por exemplos, manose, N-acetilglicosamina e acidos N-glucurénico,
galacturdénico, xilurdénico, L/-idurbnico, sialico e N-acetilmuramico ou complexos
(oligo e polissacarideos) como sacarose, maltose, lactose, dentre outros (GOMES,
2013).

As lectinas estéo incluidas em varios grupos botanicos, mas sao encontradas
principalmente em Fabaceae (ARAUJO, 2011), familia de plantas mais bem
estudada quanto a purificagdo e caracterizagcdo de lectinas. Localizam-se
predominantemente em cotilédones e endospermas, mas estdo presentes também
em folhas, raizes, tubérculos e flores (GONDIM, 2014). Lectinas de plantas ja foram
isoladas, segundo Paiva et al. (2010), a partir da casca, cladodios, flores, folhas,

rizomas, raizes e sementes.

No aspecto fisiolégico, as lectinas vegetais atuam como reservatorio,
(proporcionando aminoacidos para o desenvolvimento da planta), desempenham um
papel de defesa contra microrganismos patdgenos e/ou herbivoros, além de sinalizar
0os danos provocados na superficie celular ou intracelular das plantas. Esse
mecanismo de defesa envolve a interacdo proteina-carboidrato: as lectinas
reconhecem e se ligam, seletiva e reversivelmente, a carboidratos que podem estar
na superficie celular do invasor, ou podem ter sido gerados na propria planta. Essa
interacdo promovera a transducdo de sinal no interior da célula vegetal, como
resposta ao ataque sofrido (OLIVEIRA, 2018).

3.3.3. Classificacdo de lectinas vegetais

As lectinas vegetais podem ser agrupadas por meio de trés sistemas de
classificagdo, que levam em consideragdo a sua estrutura tridimensional,
especificidade aos carboidratos e relagdes evolutivas (BARBOSA, 2013). Quanto a

Sua estrutura, essas proteinas podem ser organizadas em quatro tipos (Figura 4):
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As merolectinas apresentam apenas um DRC, o que as torna incapazes de
aglutinar eritrocitos ou precipitar gliconjugados. As hololectinas possuem dois ou
mais dominios que se ligam a carboidratos iguais ou estruturalmente semelhantes
podem aglutinar células e precipitar glicoconjugados e a maioria das lectinas
pertencem a esta classe. Quimerolectinas tém um dominio que reconhece
carboidratos associado a outro dominio catalitico ou de atividade biologica distinta
gue atua independente do DRC. Ja as superlectinas apresentam, no minimo, dois
dominios de ligacdo a acguUcares, sendo estes estruturalmente diferentes (SANTOS,
2018).

Figura 4 - Representacdo esquematica de quatro tipos de lectinas vegetais: merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas.
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Fonte: Bezerra (2009).

Com base na especificidade por carboidratos, as lectinas de plantas podem
agrupar-se como ligadoras de fucose, ligadoras de glicose/manose, ligadoras de
galactose/N-acetilgalactosamina, ligadoras de N-acetilglicosamina, ligadoras de
acido sialico e ligadoras de glicanos complexos (SILVA, 2016; PINTO-JUNIOR,
2019).
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As caracteristicas evolutivas das lectinas, que abrangem suas propriedades
estruturais e a sequéncia de aminoacidos, as dividem em sete familias distintas
(FERREIRA, 2017). A Tabela 1 apresenta cada familia e suas  principais
particularidades.

Tabela 1 — Familias de lectinas com base nas relagdes evolutivas e principais
caracteristicas.

Familia Caracteristica

Além de se ligarem a quitina, possuem
similaridade estrutural com a heveina (uma

Lectinas ligadoras de quitina merolectina da espécie Hevea brasiliensis).

Proteinas inativadoras de  Através de atividade catalitica, inativam

ribossomos tipo Il (RIP-2) ribossomos eucariéticos. Sao citotoxicos em
potencial.

Lectinas relacionadas a jacalina Possuem semelhanca estrutural com a
jacalina, lectina extraida da espécie Hevea
brasiliensis (jaca). Apresentam
especificidade para N-acetilglicosamina,
manose e maltose.

Lectinas de Encontradas em monocotileddéneas, ligam-

monocotileddneas ligadoras de  se apenas a manose e sdo semelhantes em

manose sequéncia e tridimensionalidade.

Lectinas semelhantes a  Presentes nas amarantaceas, sdo similares

Amarantina na sequéncia de aminoacidos. Séo
especificas para N-

acetilgalactosamina e nao séo glicosiladas.

Lectinas de Cucurbitaceas Encontradas nas cucurbitdceas, sao
especificas para quitiha, mas sem
semelhanca com a heveina. Geralmente
apresentam glicosilacao.

Lectinas de leguminosas Presentes em plantas leguminosas, s&o
similares quanto a estrutura primaria e
terciaria e caracteristicas fisico-quimicas,
porém sao distintas as especificidades e
estrutura quaternaria.

Fonte: Adaptado de Barbosa (2013).
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Silva (2017) comenta que ha lectinas que dependem de ions divalentes, como
0s cétions magnésio, célcio, manganés e zinco, para exercerem sua funcdo
biolégica. Essas proteinas sdo denominadas metaloproteinas e, segundo Oliveira

(2018), os sitios de ligacdo desses metais sédo adjacentes ao DRC.

Lectinas que ndo precisam de ions metdlicos ja estdo em seu arranjo
tridimensional necessario para reconhecer carboidratos. Quando apresentam porgao
glicidica em sua estrutura, sdo chamadas de glicoproteinas, e essa caracteristica
diminui tanto a degradacéao proteolitica, quanto a desnaturacéo devido a temperatura
e pH, o que confere a proteina maior estabilidade. Além disso, contribui para a
associacdo com outras moléculas e para a solubilidade e viscosidade em solu¢fes
aquosas (GOMES, 2013).

3.3.4. Purificagéo de lectinas

As lectinas de leguminosas (familia Fabaceae) sdo uma das mais bem
investigadas entre as lectinas vegetais, devido a abundancia, propriedades
moleculares, interacbes com acucar e pela facilidade de purificacdo dessas
biomoléculas (GONDIM, 2014).

Purificar proteinas tem como objetivo estudar as suas caracteristicas fisico-
guimicas, estruturais e atividades biologicas (SILVA, 2018). Para que todos esses
parametros sejam investigados, é necessario avaliar a proteina em sua forma pura
e, assim, confirmar o principio ativo associado a propriedade biolégica observada
inicialmente. Porém, a purificacdo proteica demanda um bom planejamento para que
0 processo seja viavel e produtivo, seja para lectinas ou para qualquer outra proteina
(COSTA, 2018).

O passo inicial para a purificagdo de lectinas consiste na extracdo de
proteinas, que pode ser realizada utilizando solucdo salina, como no caso da
purificacdo parcial da lectina da casca de S. terebinthifolius (SILVA, 2017), ou
usando tampdes, como feito por Costa (2018) ao purificar uma lectina da casca de
Genipa americana (jenipapo). Algumas lectinas s&o também extraidas usando
apenas agua como solvente, como é o caso da lectina de sementes de acécia-
branca (Moringa oleifera) (DE OLIVEIRA et al., 2017).
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A extragdo ocorre sob agitacdo constante, com tempo e temperatura
controlados. A partir do extrato bruto, podem-se isolar proteinas por meio de
algumas técnicas, dentre elas destaca-se o fracionamento salino, processo no qual
geralmente se usa sulfato de amodnio (sal altamente hidrofilico) para precipitar
proteinas pela remocdo da camada de solvatacdo ao redor das mesmas (salting
out). Em seguida, para remocéo do sal e de outras moléculas pequenas que podem
estar presentes, submete-se a fracdo ao processo de dialise em membrana
semipermeavel, que consiste basicamente em separar moléculas pela diferenca de
peso molecular (CARNEIRO e HALLA, 2011).

Outra opcdo para pré-purificacdo das lectinas é o tratamento com carvéo
ativado, onde o extrato bruto é filtrado em carvdo com a finalidade de remover, por
adsorcédo, metabolitos secundarios, que inclusive podem contribuir para uma falsa
atividade lectinica, ou retirar qualquer outro composto indesejavel que esteja
presente, sem interferir na composicdo da amostra. Esse método foi utilizado por
Nonose e Trindade (2009), em seu trabalho de purificacdo de lectinas a partir das
folhas de Mikania laevigata (guaco) e por Gomes e colaboradores (2013) no

isolamento da lectina de folhas de Schinus terebinthifolius.

Segundo Santos (2016), a purificacdo de proteinas pode demandar o uso de
muitas técnicas para cada fase de separacdo. A técnica que envolve uma
purificag@o mais efetiva, mantendo a bioatividade da molécula, é a cromatografia. Os
diferentes tipos de cromatografia com diferentes propriedades fornecem potentes

opcoes, isoladas ou combinadas, para purificar qualquer biomolécula.

Os métodos cromatograficos utilizados na purificacdo de lectinas podem ser
cromatografia de afinidade, cromatografia de troca idnica e cromatografia de
exclusdo molecular (ou gel filtracdo). A diferenca entre elas esta relacionada a matriz
a ser utilizada na coluna cromatografica, cuja escolha dependera de trés
propriedades: especificidade a carboidratos, carga liquida ou tamanho molecular da

proteina, respectivamente (GOMES, 2013).

A habilidade que as lectinas tém de se ligarem de forma especifica e
reversivel a carboidratos, faz com que seja mais usual a escolha pela cromatografia

de afinidade. Nesse caso, a fase estacionaria € uma matriz composta por ligantes
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altamente especificos as lectinas, ou seja, os ligantes sdo carboidratos. Geralmente
as colunas contém matrizes polissacaridicas como Sephadex (polimero de glicose),
Galactose-Sepharose (galactose ligada em agarose) e quitina (polimero de N-
acetilglicosamina). Lectinas ligam-se especificamente & matriz por ligacbes nao-
covalentes e podem ser obtidas com pureza alterando as condi¢bes de pH, forca

iBnica ou pela eluicdo de uma solucéo contendo um competidor (ARAUJO, 2011).

Para Paiva et al. (2010), a cromatografia de afinidade est4 presente em
muitos processos de purificacdo de lectinas pelo fato de ser bastante vantajosa,
considerando a alta especificidade e elevada recuperacdo, fornecer alto grau de
pureza em um Unico passo e conseguir manter a atividade biologica dessas

proteinas.

Costa (2018) cita quatro variaveis que devem ser levadas em consideracao
ao se realizar uma cromatografia excelente: - Capacidade de separacdo: o quanto
de proteina a coluna suporta no processo de separacdo, evitando perdas e a
diminuicdo da vida util da matriz; - Velocidade: o tempo gasto no processo € um fator
importante, visto que uma cromatografia demorada pode ser economicamente
invidvel, além de aumentar a possibilidade de desnaturacéo proteica; - Resolugéo: o
grau de separacao da proteina de interesse com relacéo as outras que estdo em um
mesmo extrato e — Recuperacéo: avalia o quao bem estabelecido foi o protocolo, se
a purificacdo foi minimante eficiente. O autor conclui, dessa forma, que purificar
proteinas deve levar em consideracdo todos os aspectos mencionados acima de
forma a obter a maior quantidade da proteina desejada na forma ativa e com menor

tempo e custo.
3.3.5. Aplicacdes de lectinas vegetais

Lectinas de plantas sdo amplamente utilizadas na area biotecnolégica, visto
gue relatos confirmam cada vez mais a eficacia das fungcdes desempenhadas por
essas proteinas. Essas bioatividades estdo associadas diretamente com suas
estruturas diferenciadas e sua caracteristica de reconhecimento e ligacdo especifica
a carboidratos (FERREIRA, 2017). Mishra et al. (2019) descrevem as principais
contribuicdes de lectinas vegetais e organizam separando as aplicacdes gerais das

avangadas, como mostrado na Figura 5:
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Figura 5 — Esquema das aplicacdes gerais e avancadas das lectinas.
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Fonte: Adaptado de Mishra et al. (2019).

Dentre os trabalhos desenvolvidos com lectinas vegetais envolvendo
microrganismos, esta o realizado por Gomes (2013), onde o0 mesmo demonstrou a
atividade contra bactérias e fungos de importancia médica da lectina de folhas de S.
terebinthifolius (SteLL). Outra lectina com potencial atividade antimicrobiana foi
isolada por Silva (2016) a partir da raiz de Portulaca elatior, denominada como
PeRoL. Sa et al. (2009) isolaram uma lectina da cerne de Myracrodruon urundeuva
(aroeira-do-sertdo), que conseguiu inibir bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
e inibir o crescimento de fungos fitopatogénicos. Da folha de Bauhinia monandra
(arvore-orquidea), Silva (2008) extraiu uma lectina (BmoLL) que também apresentou
acao antimicrobiana, além de acgéo inseticida contra um tipo de cupim. No presente
ano, Hiremath e colaboradores publicaram um artigo que apresenta a purificacdo de
LCL, um lectina de folha da planta medicinal cambara (Lantana camara), com
potente atividade antibacteriana e antifingica, além de inibir o crescimento de

células HT29 (linhagem celular de cancer de colon).
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Em 2009, um trabalho realizado por Lima e Paiva revelou que lectinas das
folhas de Myracrodruon urundeuva foram agentes larvicidas contra A. aegypti.
Dornelles e Paiva (2011) utilizaram a mesma planta para isolar lectinas da
entrecasca (MuBL), cerne (MuHL) e folhas (MuLL) e testaram contra bactérias
simbiontes do extrato de intestinos de operarios e soldados de N. corniger (cupim).
Os dados mostraram acdo termiticida das lectinas relacionada ao efeito deletério
sobre essas bactérias que sdo essenciais para a digestdo de componentes da dieta

dos insetos.

A lectina extraida de Brassica oleracea ssp. Botrytis (couve-flor) foi avaliada
guanto aos efeitos contra macréfagos (a primeira linha de defesa contra invasfes
microbianas) em células de levedura. Os resultados evidenciaram a acgéo
imunomoduladora da lectina, que estimulou a fagocitose e a producdo de
mediadores inflamatoérios por macrofagos, auxiliando na ativacédo da resposta imune
(DUARTE et al., 2017). A lectina SteLL também foi avaliada, por Lima et al. (2019),
frente a macréfagos infectados por S. aureus, onde a mesma melhorou a acao

bactericida dessas células, conferindo a lectina a atividade anti-infecciosa.

Araljo (2011) isolou uma lectina de sementes de Canna limbata (beri-
silvestre) que apresentou atividade antinociceptiva e anti-inflamatoria, sugerindo sua
possivel utilizacdo no tratamento da inflamacédo e da dor. Acdo anti-inflamatoria
também foi observada na lectina de sementes do feijdo-bravo do Ceara (C.
brasiliensis) (BARBOSA, 2013) e na lectina purificada de sementes de Dioclea
reflexa (DrfL) por Pereira-Junior (2014).

No trabalho descrito por Aradjo et al. (2011), a lectina extraida da casca de
Crataeva tapia (CrataBL) ou trapia, exerceu ndo somente acdo anti-inflamatoéria e
analgésica, mas também significativo efeito antitumoral contra Sarcoma-180, uma

linhagem celular de cancer em camundongos.

Outras lectinas com propriedades antitumorais foram descritas: Araudjo (2015)
isolou uma lectina das sementes de Canavalia maritima (feijdo-da-praia) que afetou
a viabilidade das linhagens tumorais A549 (adenocarcinoma), 786-0 (cancer renal),
HT29 (cancer de célon) e HelLa.(cancer cervical); Palharini et al. (2017) testou a

lectina extraida do latex do avelds, ou Euphorbia tirucalli (eutirucallina) contra varias
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linhagens celulares: HelLa, PC-3 (cancer de préstata), MDA-MB-231 (cancer de
mama) e MCF-7 (adenocarcinoma de mama), e essa lectina apresentou atividade

antiproliferativa nessas células tumorais.

Em 2017, Figueirba e colaboradores tiveram um artigo publicado que
demonstrou que as lectinas nativa e recombinante da semente de Cratylia mollis
(camaratuba) induziram a morte de células PC-3 através do comprometimento da
integridade da membrana e homeostase mitocondrial. E a lectina purificada de
sementes de Dioclea lasiophylla (mucuna), denominada DIyL, apresentou ser um
potencial antitumoral e antiglioma, por provocar a autofagia e apoptose em células
de glioma da linhagem C6 (PINTO-JUNIOR, 2019).

Todos esses estudos sdo apenas uma parcela da quantidade de pesquisas
gue vém sendo desenvolvidas com lectinas vegetais, e € notdria a gama de
aplicacdes biotecnoldgicas nas quais essas proteinas podem estar envolvidas, ainda
mais se considerarmos que elas podem estar presentes em todas as partes de uma
planta. Apesar do processo de purificagcdo de lectinas ndo ser algo trivial, € de
bastante valia, visto que se busca isolar e caracterizar o principio ativo de uma
planta (o que ja muito complexo e relevante), investigar sua possivel agdo bioldgica
e tentar justificar e dar validade a sua utilizacdo pelas pessoas no tratamento de

doencas.

4. METODOLOGIA

4.1. Obtencao do material

A entrecasca da espécie A. cochliacarpos (barbatimdo) foi coletada na
reserva ambiental de Mata Atlantica, na cidade de Coruripe — Alagoas. O material
adquirido foi encaminhado para o herbario do Instituto do Meio Ambiente do Estado
de Alagoas (IMA), onde foi realizada a identificacdo da espécie. Em seguida, foi
conduzido até o Laboratorio de Metabolismo e Prote6mica, da Universidade Federal
de Alagoas, onde foi preparado para trituracdo em liquidificador até a condicao de po
e entdo colocado para secagem, em bandejas plasticas esterilizadas, que foram
levadas a estufa a 35°C e permaneceram por sete dias até estarem totalmente

secas. O po foi acondicionado no freezer a - 20°C.
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4.2. Preparo do extrato bruto

Para extracdo de proteinas, o p6 da entrecasca do barbatimé&o foi pesado (1,5
g) em balanca analitica (Marte AY220) e transferido para um béquer de 50,0 mL.
Logo apo6s foram adicionados 15,0 mL de solucdo tampédo de extracéo (fosfato de
sédio 0,2 M pH 7,0). Para a extracao dos compostos, a amostra ficou sob agitacédo
magnética constante por 16 horas (Agitador magnético, IKA IKAMAG C-MAG HS7),
a 4°C para evitar uma possivel desnaturacdo da proteina de interesse. O extrato
bruto obtido (EB) foi filtrado em algodao hidroéfilo com auxilio de uma peneira para

reter particulas sélidas.

4.3. Remocéao de metabdlitos secundarios

Para remover metabdlitos secundarios e clarificar a amostra, o extrato bruto
foi filtrado em carvéo ativado. Uma seringa de 5 mL foi empacotada com carvéao
ativado e conectada a uma mangueira tipo Equipo. Com o auxilio de outra seringa
gue proporcionou a succdo pela pressao, foram eluidos dois volumes (10 mL) de
agua ultrapura e, em seguida, aplicou-se a amostra, que passou a ser chamada de
extrato bruto filtrado (EBg).

4.4. Cromatografia em matriz de quitina

Uma aliquota (1000 pL) do extrato bruto filtrado em carvao ativado foi
aplicada em coluna cromatografica (14 cm x 1,5 cm) composta por matriz de quitina
(Figura 6). A coluna foi equilibrada com NaCl 0,15 M (dois volumes da coluna), que
também serviu como primeiro eluente para iniciar a cromatografia. Em seguida foi
eluida solucédo de NaCl 1 M e, por fim, solucdo de &cido acético 1 M. As fracbes
foram coletadas em aliquotas de 2 mL, totalizando 60 tubos, 20 para cada eluente.
As fracdes foram avaliadas quanto a absorbancia em espectrofotdmetro (Varian
Cary 50) a 280 nm e analisadas em relacdo a atividade hemaglutinante (AH). O pico
proteico ativo obtido foi dialisado por 3 h contra tampéao fosfato de sédio 0,2 M pH
7,0 para a remocdo do acido acético, avaliado quanto a dosagem proteica e
novamente medida a sua AH. O dialisado foi denominado por AcBL (lectina de

entrecascas de Abarema cochliacarpos).
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Figura 6 — Coluna cromatografica em matriz de quitina utilizada no isolamento parcial de
AcBL.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
45. Teste de atividade hemaglutinante (AH)

O teste de atividade hemaglutinante (AH) foi realizado em placas de

microtitulagdo com fundo em formato “v”, 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 adicdo de 50 pL de suspensao (2,5 % v/v) de eritrécitos de coelho.
A AH (titulo ™) foi expressa como o inverso da maior diluicdo da amostra que
promove hemaglutinacdo. A atividade especifica (AHE) foi definida pela razéo entre

o titulo e a concentracdo proteica (mg/mL).
4.6. Dosagem proteica

As diferentes amostras obtidas durante as etapas de extragdo, filtracdo e
cromatografia 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 pyL das amostras diluidas (1: 10) e 190 pyL de reagente de
Bradford. Posteriormente as amostras foram incubadas por 5 min, e medido a

absorbancia a 595 nm. As unidades correspondentes sao (mg/mL) de proteina.
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47. Eletroforese

O maior pico protéico (fracbes com as maiores absorbancias medidas)
verificado no cromatograma foi o que obteve maior atividade hemaglutinante. Apos a
didlise, parte desta amostra, ainda na membrana de dialise, foi colocada em contato
com PEG (polietilenoglicol) para concentra-la. Essa aliquota concentrada foi entao
submetida a eletroforese para avaliar o grau de pureza proteica, bem como aferir se

a metodologia de purificacdo poderia ser efetivamente confirmada.

A eletroforese ocorreu em gel de poliacrilamida a 9%, em presenca de
dodecilsulfato de sédio (SDS-PAGE), de acordo com a metodologia descrita por
Laemmli (1970). Os géis foram preparados sob condi¢cdo ndo redutora e redutora (na
presenca de [B-mercaptoetanol). A coloragao foi realizada com 0,4 g de nitrato de
prata (AgNO3) diluido em 2 mL de agua deionizada (solucdo A) acompanhada da
solucédo B (126 pL de NaOH 10 M + 10,4 mL de &gua + 1,250 mL de NH,OH). A
solucdo A foi misturada lentamente sob agitacdo na solucéo B, e o volume ajustado
para 50 mL, resultando na solucdo C. O gel permaneceu nessa solucao por 15
minutos e depois foi lavado trés vezes em agua, com trocas a cada trés minutos. Em
seguida, o gel foi imerso em solucéo reveladora (25 pL de &cido citrico + 25 pL de
formaldeido + 50 mL de agua deionizada) durante 0 tempo necessario para

visualizagédo de bandas proteicas.
4.8. Dosagem de fendis

O conteudo de fenol do extrato bruto, extrato bruto filtrado e de AcBL foi
determinado usando o método de Folin-Ciocalteu com base na reducéo de reagente
acido fosfomolibdico-fosfotingstico em meio alcalino (MORAIS et al., 1999). A
reacdo foi feita com 2,5 mL do reagente Folin-Ciocalteu diluido 1:10 em &gua
destilada, 2 mL de carbonato de sodio a 75 g/L e 0,5 mL das amostras que foram
incubadas a 50 °C por 5 min. Apos arrefecimento durante 30 min, a absorbancia foi
medida a 760 nm. O teor de fenol foi determinado com base em uma curva padrao

de &cido tanico (9, 6, 48 mg.mL™).
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4.9. Teste deinibicdo da AH por carboidratos e glicoproteinas

A inibicdo da AH foi avaliada utilizando carboidratos e glicoproteinas como
descrito por Napoledo et al. (2011). Foram testadas solu¢des na concentracdo de
200 mM para os carboidatos glicose, frutose, galactose, metil-D-glicopiranosideo,
sacarose, lactose, arabinose, N-acetilglicosamina e 0,5 mg/mL para a glicoproteina
caseina. Aliquotas de 50 yL da amostra foram submetidas a incubacgao inicial em
solucdo de carboidrato/glicoproteina dissolvido em NaCl 0,15 M durante 15 minutos.
Em seguida foram adicionadas 50 uL de suspenséao de eritrécitos (2,5 % v/v) nos
pocos da placa de microtitulacdo e incubadas por um periodo de 45 minutos. Uma
aliquota de 50 pyL da amostra diluida serialmente em igual volume de solug¢édo salina
de NaCl 0,15 M incubada com 50 uL de suspensao de eritrocitos de coelho foi usado
como controle positivo. A inibicdo € quantificada em razéo da reducdo da AH quando

comparado com o controle positivo.
4.10. Avaliacao do efeito datemperatura e do pH na AH

O teste de estabilidade térmica foi feito mantendo aliquotas de 400 uL da
amostra em tubos de 1,5 mL, a temperaturas que variaram gradativamente de 30 a
100 °C, em banho maria com &gua, durante 60 minutos. Apds esse periodo as
amostras foram centrifugadas (15.000 g, 5 min, 25°C) para remover precipitados,
caso fosse formado, e em seguida foi realizado a atividade hemaglutinante do
sobrenadante e quantificado em razao do titulo. Todos os ensaios foram feitos em

triplicata.

O ensaio para avaliar a estabilidade da lectina parcialmente purificada da
casca de A. cochliacarpos em diferentes valores de pH foi feito 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: Tampao Citrato-fosfato 200 mM (pH 3,0
— 4,0), Acetato de sodio 200 mM (pH 5,0 - 6,0) Fosfato de sédio 200 mM (pH 7,0),
Tris-HCI 200 mM (pH 8,0) e Glicina-NaOH 200 mM (pH 9,0 a 12,0). Em seguida
todas as amostras foram submetidas aos testes de atividade hemaglutinante com

suspensao (2,5 % v/v) de eritrocitos de coelho, para verificacdo da melhor AH.
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4.11. Avaliacéo do efeito do EDTA e de ions divalentes sobre AH

A influéncia de céations divalentes (Ca** e Mg®*) e do EDTA (agente quelante)
para a atividade hemaglutinante foi determinada conforme adaptacées do método de
PAJIC et al. (2002). A amostra (1000 pL) foi dialisada contra EDTA 5 mM por 4
horas, com troca a cada hora e contra as solucées de Ca** e Mg** a 10 mM. Uma

aliquota (50uL) foi retirada e avaliada a atividade hemaglutinante.
5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Extragdo e remocdo de metabdlitos secundérios

O extrato bruto de A. cochliacarpos, que apresentou atividade hemaglutinante
especifica de 1.349 e teor de proteinas igual a 0,759 mg/mL, foi tratado com carvao
ativado, visto que metabdlitos secundarios, como taninos, podem interferir na
atividade hemaglutinante de lectinas e que extratos vegetais podem ser ricos nesses
compostos (Costa et al.,, 2018). Apos a etapa de filtracdo, o filtrado obtido (AHE:
1.323) exibiu um teor de proteinas bem menor que o extrato bruto (0,387 mg/mL),
porém manteve alta a sua atividade hemaglutinante especifica, indicando que o
tratamento com carvdo nao provocou perda de atividade lectinica, mas reteve

compostos que poderiam estar contribuindo para um falso positivo na AH (Tabela 2).

Para confirmar a eficacia da filtracdo em carvdo ativado na remocado de
metabolitos secundarios, foi determinado o teor total de compostos fendlicos do EB
e do EB;. Os valores obtidos foram 0,95 mg/mL e 0,41 mg/mL, respectivamente,
indicado que quase 60% dos fendis foram retidos apenas nesta etapa. O tratamento
com carvao ativado também foi efetivo na remocéao de fendis do extrato de folhas de
S. terebinthifolius durante os procedimentos de isolamento da lectina SteLL (Gomes
et al., 2013).

5.2. Isolamento parcial de AcBL

Foram obtidos 0,170 mg de proteinas utilizando 0,2 M de tamp&o fosfato de
sédio pH 7,0 como solucdo de extracdo. O pico proteico ativo obtido da
cromatografia e dialisado em seguida, foi denominado por AcBL (lectina de

entrecascas de Abarema cochliacarpos).
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Figura 7 — Perfil cromatografico da cromatografia em matriz de quitina.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

O cromatograma do extrato bruto filtrado mostra que os picos eluidos
inicialmente com NaCl 0,15 M e 1 M nao apresentaram atividade hemaglutinante,
indicando que os componentes presentes nessas fracdes ndao eram lectinas (Figura
7). Somente apos eluicdo com acido acético foi possivel obter as fracbes contendo
lectinas, fato este comprovado através do ensaio de hemaglutinagdo. Em apenas um
passo cromatografico foi possivel purificar parcialmente a lectina de entrecascas de
A. cochliacarpos (Tabela 2).

Tabela 2 — Purificacdo parcial da lectina da entrecasca de A. cochliacarpos.

Amostra Volume Proteinas Proteina AH AHE Fator de Rendimento

(mL) (mg/mL) total purificacao
(mg) (%)
EB 11,5 0,759 8,73 1024 1.349 1 100
EB; 9,4 0,387 3,64 512  1.323 0,98 40
AcBL 56,4mL 0,003 0,170 512 170.667 126.513 246

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

etapa e a AH total do extrato.

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Vérias lectinas ja foram purificadas em apenas um passo por meio de matriz
de quitina, como exemplos, a WSMolL, isolada de sementes de Moringa oleifera e
DelL isolada de sementes de D. ecastophyllum (L.) Taub, conhecida como marmelo
do mangue (FERREIRA et al., 2011; CORREIA, 2019).
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Observando a Tabela 2, a atividade hemaglutinante observada no extrato
bruto filtrado foi a mesma para AcBL (512), porém a concentracdo de proteinas
nesta foi significativamente menor (0,003 mg/mL) que aquela (0,387 mg/mL). Este
fato justifica tanto a alta AHE (170.667) quanto o expressivo rendimento (246%) no
isolamento de AcBL. Esse alto rendimento obtido pode ser reflexo da eliminacao de
taninos do EB, apds o tratamento com carvao ativado e a cromatografia em quitina.
A dosagem de fendis mostrou que aproximadamente 90% desses compostos foram
eliminados da amostra (fendis totais de AcBL: 0,12 mg/mL), se comparada com o
EB. De acordo com Gomes e colaboradores (2013), compostos de fenol podem
formar complexos solUveis ou insolaveis com proteinas, interferindo, dessa forma,
em sua atividade biolégica. Os autores citam ainda que a eliminacao de inibidores
da atividade de aglutinacao também contribui para a alta taxa de recuperacao. Logo,
a remocdo de metabdlitos secundarios e de inibidores de lectinas pode justificar o

elevado rendimento no processo de purificacdo de AcBL.
5.3. Eletroforese SDS-PAGE

A eletroforese em condicdes desnaturantes a 9% (Figura 8) mostrou a
presenca de duas bandas proteicas em condi¢cdes redutoras e néo-redutoras,

utilizando B-mercaptoetanol.

Figura 8 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) a 9% - 1: AcBL em condi¢des
desnaturantes e ndo redutora, 2: AcBL em condi¢Ges desnaturantes e redutora.

VY

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Este resultado mostra que as duas proteinas ndo possuem duas ou mais
subunidades ligadas por ligacOes dissulfeto. Essas ligacfes covalentes sdo muito
fortes se comparadas as interacfes intermoleculares, porém, em contato com
agentes redutores, elas podem ser desfeitas e as subunidades separadas. Uma
possibilidade a ser considerada é que sejam duas isoformas da lectina. Sousa
(2018) obteve resultado semelhante ao realizar eletroforese em SDS-PAGE com a

lectina CCL (lectina da esponja marinha Chondrilla caribensis).

5.4. Teste de Inibicdo da AH por carboidratos e glicoproteinas

A fim de caracterizar a lectina de entrecascas de A. cochliacarpos quanto a
especificidade, a atividade hemaglutinante de AcBL foi avaliada frente a alguns
carboidratos e glicoproteina (Tabela 3). O teste de inibicdo pode indicar por quais
carboidratos ou glicoproteinas as lectinas tem especificidade, pois devido a
caracteristica fundamental dessas proteinas se ligarem a acucares, essas espécies
podem inibir a AH pelo comprometimento do dominio de ligacdo a carboidratos. Uma
vez que essa regido jA esta ocupada pelos carboidratos livres em solucdo, as
lectinas sd@o parcialmente ou totalmente impedidas de interagir com o0s acucares
presentes na superficie dos eritrdcitos, resultando na precipitacdo dessas células.

Tabela 3 - Teste de inibicdo da atividade hemaglutinante de AcBL por carboidratos e
glicoproteina.

LIGANTE AH (AcBL)
Controle Negativo 512
Glicose 512
Frutose 512
Galactose 512
Metil-D-Glicopiranose 512
Sacarose 512
Lactose 512
Arabinose 128
N-acetilglicosamina 512

Caseina (glicoproteina) 0

Fonte: Elaborado pela autora (2020).
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Dos carboidratos testados, somente arabinose reduziu parcialmente a AH.
Porém a caseina, uma glicoproteina, conseguiu inibir totalmente a atividade de
AcBL, indicando que a regido de ligagdo a carboidratos dessa lectina interage
melhor com a porcéo glicidica da caseina do que com os monossacarideos e 0s
dissacarideos. Comportamento semelhante foi descrito por Silva et al. (2016) sobre
PgTeL, que foi inibida por caseina e ovalbumina, mas ndo pelos monossacarideos
testados. Os autores relatam que lectinas com DRC de tamanho estendido podem
ligar-se preferencialmente a glicoproteinas, a fim de que a porcao de acucar desses
glicoconjugados se encaixem a lectina em uma geometria mais favoravel. Desta
forma, carboidratos simples ndo se conectam bem na regido de ligacdo, conferindo a

estes baixa afinidade com a lectina.

O carboidrato derivado da glicose, N-acetilglicosamina, ndo inibiu a atividade
de AcBL, porém esta molécula € o monémero do polissacarideo quitina, matriz
utilizada no isolamento descrito neste trabalho. Como as lectinas se ligaram
reversivelmente a esta matriz, mas néo foi inibida pelo monémero que constitui a
quitina, sugere-se que essa coluna ndo somente pode funcionar em cromatografia
de afinidade, como realizado por Gifoni (2009) ao isolar uma proteina ligante de
quitina e obter um pico proteico ao eluir com N-acetilglicosamina, mas esse tipo de
matriz também pode ser utilizada em cromatografia de troca ibnica, possuindo carga
positiva, por seu carater basico, e ligando-se a componentes da fase mével que
tenham carga negativa, possuindo carater acido. Por esta razdo, muitos trabalhos
envolvendo purificacdo de proteinas nao especificam o tipo de cromatografia,
apenas descrevem que o procedimento cromatografico ocorreu em matriz de quitina,
como feito por Sa et al. (2009) e Gomes et al. (2013).

Outra justificativa para esta situacdo pode ser que o encaixe de AcBL com o
polimero (quitina) seja mais favordvel do que com o mondmero (N-
acetilglicosamina), o que condiz com o fato de que apenas a glicoproteina foi capaz
de inibir a AH dessa lectina, devido ao tamanho de sua regido de ligacdo a
carboidratos.

A afinidade existente entre AcBL e quitina € um fator importante para uma
possivel avaliagdo do efeito dessa lectina frente a fungos patogénicos, pois esses

microrganismos possuem parede celular constituida de quitina. Tem sido
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demonstrado que lectinas podem interagir com esse polissacarideo em fungos e
causar danos na parede celular fungica, promovendo, consequentemente, estresse
oxidativo e ruptura das células. Essa acdo antifungica foi relatada por Silva et al.

(2018) sobre PgTeL, a lectina encontrada na sarcotesta de Punica granatum (roma).

5.5. Efeito datemperaturae do pH naAH

As proteinas podem perder a integridade de sua estrutura tridimensional e,
consequentemente, perder sua funcdo. Este processo € chamado de desnaturacao
e a maioria dessas biomoléculas pode ser desnaturada por fatores como calor e pH
extremos. O aumento da temperatura pode afetar as interacGes fracas da proteina,
como as ligacdes de hidrogénio (NELSON e COX, 2014). AcBL foi testada em uma
faixa de temperatura de 30 °C a 100 °C e se mostrou resistente em todo o intervalo,
ou seja, sua atividade nao foi afetada pelo calor (Figura 9).

Figura 9 - Efeito da temperatura na AH.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Lectinas vegetais possuem predominantemente folhas  na organizacao de
sua estrutura tridimensional além da presenca de ligacOes dissulfetos (CAMPANA et
al., 2011; BOSE et al., 2016) conferindo maior rigidez a essas proteinas. Essa
caracteristica pode justificar a estabilidade dessas macromoléculas frente a
diferentes temperaturas.
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Da Silva et al. (2019) relataram um comportamento semelhante da lectina
isolada da raiz de Portulaca elatior (PeRoL), que néo foi afetada pelo aquecimento.
GaBL, lectina isolada da casca do jenipapo, também apresentou notavel
termoestabilidade até 120 °C, porém a lectina da folha de Bauhinia cheilantha
(moror@) teve sua atividade totalmente perdida acima de 60 °C, ou seja, esta
temperatura foi suficiente para que as interagdes que mantinham sua estrutura
tridimensional fossem rompidas, promovendo sua deshaturacdo (CRUZ, 2015;
COSTA et al., 2018).

Extremos de pH também desnaturam proteinas. Através da alteracao da sua
carga liquida, ocorre a repulsdo eletrostatica e o rompimento de ligacdes de
hidrogénio, resultando na desnaturagcdo (NELSON e COX, 2014). O teste de
estabilidade frente a solu¢cbes com diferentes valores de pH (Figura 10) demonstrou
gue AcBL é mais estavel em pH acido e neutro, possuindo maior atividade em pH 7.
Acima desse valor (pH 8 e 9) ocorre um decaimento significativo na AH, diminuindo
um pouco mais em pH 10 e 11, e perdendo total atividade em pH 12.

Figura 10 - Efeito do pH na AH.
3.0-

Fonte: Elaborado pela autora (2020).

A protonacdo dos grupos ionizaveis presentes nos grupamentos amino-
terminal, carboxi-terminal e cadeias alquilas laterais dos aminoacidos, causada pela
adicdo de ions H*, pode provocar mudancas na estrutura e funcdo das proteinas,

aumentando ou diminuindo a atividade que exercem (NELSON e COX, 2014).
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Valores de pH abaixo de 5 ndo foram considerados nesse teste, visto que, de
acordo com Ivanov (1999), a alta acidez pode provocar a hemdlise de eritrécitos
através da lesédo oxidativa das membranas, provocada pela entrada do acido no
citosol. Assim, torna-se inviavel avaliar a atividade hemaglutinante em valores de pH

tao baixos.

A lectina das sementes de Parkia platycephala (faveira-preta) demonstrou ter
estabilidade ao pH semelhante a AcBL, pois as maiores atividades hemaglutinantes
também foram observadas em pH 5, 6 e 7, diminuindo consideravelmente do pH 8
em diante. Ja a lectina das sementes de Pueraria Montana (kudzu) mostrou ser mais
ativa em condi¢cOes de neutralidade e basicidade (pH 7 a 9), tendo sua atividade
perdida nos extremos de pH (DA SILVA, 2018). A lectina isolada da casca de
Schinus terebinthifolius por Silva (2017) apresentou estabilidade em pH acido
(maiores atividades) e basico, poréem em pH neutro sofreu um decréscimo
significativo em sua atividade. O autor deduz que esse pH refere-se ao ponto
isoelétrico da proteina, onde sua carga liquida é anulada, ocorrendo a precipitacéo e

consequente perda de atividade da mesma.

A estabilidade de AcBL em diferentes valores de pH e temperaturas é uma
caracteristica fisico-quimica desejavel para seu uso biotecnolégico. Além do mais,
AcBL estd mais ativa em temperaturas e pH proximos ao encontrado no corpo
humano (37 °C; pH 6,5-7,5), indicando seu uso potencial no tratamento de doencas

infecciosas humanas, por exemplo.
5.6. Efeito do EDTA e ions divalentes na AH

As proteinas podem ser classificadas como simples, quando contém somente
aminoacidos em sua estrutura, ou conjugadas, quando exibem componentes
guimicos associados a cadeia polipeptidica. Estes componentes constituem o grupo
prostético da proteina, e podem ser diferenciados de acordo com sua natureza.
Glicoproteinas, por exemplo, sdo proteinas conjugadas que contém glicidios como
grupo prostético. Quando ha metais associados a estrutura proteica, esta € chamada
de metaloproteina. Geralmente essa associagdo € importante para o desempenho
da funcéo biologica da proteina (NELSON e COX, 2014).
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Lectinas podem ter sua atividade influenciada por grupos prostéticos, tais
como ions divalentes de calcio, magnésio, zinco e manganés. Para verificar se sao
dependentes desses metais, pode ser feito o tratamento com EDTA (acido
etilenodiaminotetracético), que age como quelante, complexando ions metalicos, e

provocando a perda da atividade hemaglutinante.

Ao ser testada contra solugdes de ions divalentes e EDTA (Figura 11), AcBL
teve sua atividade igualmente reduzida (cerca de 33 % menor que o controle). A
diminuicdo da atividade provocada pelo EDTA pode indicar que a lectina €
dependente de algum fon que foi complexado pelo mesmo, com excecéo de Ca*" e
Mg?* que também reduziram a AH de AcBL.
Figura 11 - Efeito do EDTA e de ions divalentes na AH.
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Fonte: Elaborado pela autora (2020).

Silva et al. (2010) avaliaram a influéncia de cétions divalentes e de EDTA
sobre a lectina da folha de mandioca (Manihot esculenta Crantz), e os resultados
sugeriram que essa lectina ndo depende de ions metalicos para exercer sua
atividade. Em contrapartida, a AH da lectina de sementes de Andira surinamensis
(angelim) foi afetada apds tratamento com EDTA, mas recuperou significativamente

sua atividade apos a adi¢do de cétions divalentes (NOBRE, 2012).
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Com base nos resultados obtidos neste trabalho, considerando seus objetivos
iniciais, bem como a importancia de se isolar novas proteinas com relevancia
regional e com elevado potencial biotecnolégico, algumas adaptacdes de protocolo
sdo necessarias, sobretudo na perspectiva de confirmar a purificacdo de AcBL. Na
continuidade deste projeto, podera ser aperfeicoado o processo de remocgédo dos
metabdlitos secundarios, a fim de elimina-los totalmente. Além disso, a amostra
proteica ativa proveniente da cromatografia em matriz de quitina e dialisada sera
aplicada em uma coluna de gel filtracdo, para separar as duas isoformas de lectina
gue possuem massas moleculares distintas. Com a purificacdo total, serdo
realizados testes biolégicos para avaliar as bioatividades da lectina e caracteriza-la
guanto as aplicacdes biotecnoldgicas, além da submisséo de artigos em peridédicos

internacionais.
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6. CONCLUSAO

v' Nesse estudo foi possivel identificar e realizar a purificacdo e caracterizacdo parciais

da lectina de entrecascas de A. cochliacarpos;

v' Metabdlitos secundarios foram removidos do extrato bruto significativamente através

do tratamento com carvao ativado;

v O pico proteico ativo obtido da cromatografia em matriz de quitina apresentou

expressiva atividade hemaglutinante especifica e rendimento;

v Nao foi possivel confirmar a purificacdo da lectina através de eletroforese SDS-

PAGE em condi¢cdes redutoras e nédo redutoras;

v Lectina de entrecascas de A. cochliacarpos foi igualmente estavel no intervalo de
temperatura de 30 °C a 100 °C, demonstrou ter pH 6timo em 7,0 e carater acido-neutro,

perdendo sua atividade frente a solug6es alcalinas;

v’ Ap6s o tratamento com EDTA, ion célcio e ion magnésio, a atividade hemaglutinante
de AcBL foi reduzida.
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