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RESUMO

O interesse por plantas medicinais tem aumentado progressivamente, visto que seus
constituintes podem proporcionar uma variedade de produtos de importancia
econbmica. A espécie Jatropha multifida € uma planta pertencente a familia
Euphorbiaceae utilizada na medicina popular na cicatrizacdo de feridas e Ulceras,
como purgativo e antipirético, para o tratamento de gonorreia, candidiase oral e
infeccBes na pele e urinérias. Dentre as diversas biomoléculas que podem apresentar
estas propriedades, destacam-se as lectinas por possuirem aplicacdes
biotecnologicas como atividade antimicrobiana, imunomoduladora, mitogénica,
inseticida, antitumoral e anti-inflamatéria. As lectinas sédo proteinas que possuem pelo
menos um dominio ndo-catalitico com capacidade de se ligar reversivelmente a
carboidratos com alta especificidade, sendo encontradas desde microrganismos aos
animais e vegetais. O presente trabalho teve como objetivo a identificacdo e
purificacdo de uma lectina das folhas de Jatropha multifida. Para isso, o extrato das
folhas (10%, m/v) foi preparado em trés diferentes solugdes: NaCl 0,15 M, Tris-HCI 50
mM pH 8,0 e fosfato de sodio 50 mM pH 7,2 por 16 h. A extragao realizada com Tris-
HCI 50 mM pH 8,0 apresentou maior atividade hemaglutinante (AH: 512) bem como o
maior teor de proteinas (3,152 mg/mL). O extrato, entdo, foi submetido ao
fracionamento salino com sulfato de aménio em diferentes concentragfes (0-20%, 20-
40%, 40-60% e 60-80%), sendo a fracdo FO-20% a que apresentou maior AH (2048).
Os ensaios de hemaglutinacdo foram realizados com uma suspensao de eritrocitos
de coelho 2,5% (v/v) em NaCl 0,15 M tratados com solucéo alsevier. Em seguida, a
FO0-20% foi cromatografada em coluna de quitina equilibrada com NaCl 0,15 M. As
fracOes eluidas com acido acético 0,5 M que demonstraram AH foram, entdo, reunidas
e dialisadas contra agua Milli-Q e duas vezes contra Tris-HCI 50 mM pH 8,0 por 6 h.
A lectina demonstrou maior especificidade a glicose e maltose, mas também
apresentou afinidade por N-acetilglicosamina, ribose e sacarose. Para verificar o grau
de pureza da lectina, a amostra foi analisada por método eletroforético em gel de
poliacrilamida a 10% sob condi¢Bes desnaturantes, utilizando dodecilsulfato de sadio,
e nao redutoras, onde foi possivel a visualizacdo de uma banda proteica. Desta forma,
foi identificada e purificada uma lectina das folhas de J. multifida por cromatografia em
coluna de quitina, estimulando futuros estudos sobre a caracterizacdo e o potencial
biotecnoldgico da mesma.

Palavras-chave: Lectina; Jatropha multifida; purificacao.



ABSTRACT

The interest in medicinal plants has increased progressively, since their constituents
can provide a variety of products of economic importance. The species Jatropha
multifida is a plant belonging to the family Euphorbiaceae used in folk medicine in the
healing of wounds and ulcers, as a purgative and antipyretic, for the treatment of oral
candidiasis, gonorrhoea, skin and urinary infections. Among the various biomolecules
that can have these properties, lectins stand out for presenting biotechnological
applications such as antimicrobial, immunomodulatory, mitogenic, insecticidal,
antitumor and anti-inflammatory activity. Lectins are proteins that have at least one
non-catalytic domain with the ability to bind reversibly to carbohydrates with high
specificity, being found from microorganisms to animals and vegetables. This work
aimed to identify and purify a lectin from the leaves of Jatropha multifida. For this, the
leaf extract (10%, w/v) was prepared in three different solutions: 0.15 M NaCl, 50 mM
Tris-HCI pH 8.0 and 50 mM sodium phosphate pH 7.2 for 16 h. The extraction
performed with 50 mM Tris-HCI pH 8.0 showed the highest hemagglutinating activity
(HA: 512) as well as the highest protein content (3.152 mg/mL). The extract was then
subjected to saline fractionation with ammonium sulfate in different concentrations (0-
20%, 20-40%, 40-60% and 60-80%), with FO-20% being the only one that presented
HA (2048). The hemagglutination assay were performed with a 2.5% (v/v) suspension
of rabbit erythrocytes in 0.15 M NaCl treated with alsevier solution. Then, the FO-20%
was chromatographed on a chitin column equilibrated with 0.15 M NaCl. The fractions
eluted with 0.5 M acetic acid that demonstrated HA were then collected and dialyzed
against Milli-Q water and twice against 50 mM Tris-HCI pH 8.0 for 6 h. Lectin
demonstrated greater specificity for glucose and maltose, but also showed affinity for
N-acetylglycosamine, ribose and sucrose. To verify the purity of the lectin, the sample
was analyzed by 10% polyacrylamide gel electrophoretic method under non-reducing
and denaturing conditions, using sodium dodecyl sulfate, where it was possible to
visualize a protein band. Thus, a lectin of J. multifida leaves was identified and purified
by chitin column chromatography, stimulating future studies on its characterization and
biotechnological potential.

Keywords: Lectin; Jatropha multifida; purification.
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1. INTRODUCAO

A utilizagdo de plantas com o intuito de prevenir, aliviar ou curar processos
patolégicos vem sendo descrita desde 1500 a.C. (BETTEGA et al., 2011), e suas
propriedades também tém sido exploradas para o uso como combustivel, roupas,
abrigo e alimento. Nos ultimos anos, o interesse pelas plantas medicinais tem
aumentado progressivamente, pois seus constituintes podem proporcionar diversos
produtos de importancia econémica. As partes das plantas que podem apresentar
compostos ativos a serem utilizados para fins terapéuticos variam de sementes,
raizes, folhas, frutos, flores até mesmo a planta inteira (JAMSHIDI-KIA; LORIGOOINI;
AMINI-KHOEI, 2018).

O Brasil abrange 55 mil espécies catalogadas de um total de 350 a 550 mil
espécies de plantas, sendo o pais com a maior diversidade genética vegetal do
mundo. Os produtos naturais biologicamente ativos existentes nas plantas
apresentam diversas propriedades, incluindo acfes sinérgicas, que podem ser
utilizadas para a sintese de medicamentos como também para impedir o
desenvolvimento de certas doencas. Diante disto, a toxicidade e os efeitos colaterais
de medicamentos de origem sintética tornam o uso de plantas medicinais cada vez
mais atrativo e confiavel ao publico. Assim, os materiais vegetais séo testados para a
observacao de alguma atividade, que se houver, o extrato € submetido a etapas de
fracionamento, isolamento, identificacdo e testes biologicos para a determinacdo do
(s) principio (s) ativo (s) responsaveis (GUERRA & NODARI, 2007; JAMSHIDI-KIA;
LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).

A espécie Jatropha multifida L. é conhecida pelos homes vulgares de flor-de-
coral, coral, coral-dos-jardins, flor-de-sangue e pertence a familia Euphorbiaceae. E
cultivada no sul da China, na Africa e na América do Sul, sendo encontrada também
no estado de Alagoas, regido Nordeste do Brasil, onde € comumente chamada de
Merthiolate (RAMPADARATH; PUCHOOA; RANGHOO-SANMUKHIYA, 2014a;
ZHANG et al., 2018). Na medicina popular, raizes, caules, folhas, sementes e latex
sao utilizados com a finalidade de acelerar o processo de cicatrizacdo de feridas e
Ulceras, como purgativo e antipirético, no tratamento de lesdes, candidiase oral,

gonorreia, infecgbes na pele e urinéarias (FALODUN et al., 2014).
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Dentre as macromoléculas biofuncionais destacam-se as lectinas, que séo
proteinas que se ligam a carboidratos seletiva e reversivelmente e estdo presentes
desde os microrganismos até os animais e vegetais. Nas Ultimas décadas, lectinas
tém recebido notoriedade no ambito biotecnolégico em funcdo de suas potenciais
propriedades biolégicas, incluindo atividades antitumoral, anti-inflamatoria,
imunomoduladora, inseticida, antifingica, antibacteriana, antiviral e mitogénicas
(PROCOPIO et al., 2017).

Avaliando o interesse crescente pela lectina como uma importante ferramenta
em pesquisas biologicas e médicas e que o0s estudos existentes centrados nos
constituintes da espécie Jatropha multifida ainda sdo escassos, o0 presente trabalho
tem como objetivo identificar e purificar uma lectina das folhas de Jatropha multifida,
possibilitando estudos futuros para aplicacfes biotecnolégicas.
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2. FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1. CONSIDERACOES SOBRE A FAMILIA EUPHORBIACEAE E A ESPECIE

Jatropha multifida Linn.
2.1.1. Familia Euphorbiaceae

Euphorbiaceae é uma das familias de maior potencial econémico do grupo das
Angiospermas e agrupa 317 géneros, incluindo 8000 espécies distribuidas
especialmente nas regides tropicais e temperadas (SATIRO & ROQUE, 2008). No
Brasil, esta familia compreende 1100 espécies em 72 géneros que sdo encontrados
nos diversos tipos de vegetacdo (LUCENA & ALVES, 2010). Possui elevada
diversidade morfologica, englobando arvores, arbustos, ervas ou lianas, sendo
caracterizada pela presenca de flores unissexuais, frutos, latex e geralmente folhas
alternas (TRINDADE & LAMEIRA, 2014; HURBATH; TORRES; ROQUE, 2016).

Desde a antiguidade, na histéria das civilizacbes orientais e ocidentais, a
utilizacao de espécies das Euforbiaceas era relatada para fins medicinais (TRINDADE
& LAMEIRA, 2014). Entre a extensa variedade de espécies, a mandioca (Manihot
esculenta) pode ser citada como referéncia de alto valor nutricional, muito consumida
nas regides tropicais (FERREIRA et al., 2009); a seringueira (Hevea brasiliensis) é
empregada na industria para a producao de borracha; e as sementes de pinhdo manso
(Jatropha curcas L.) sdo uteis como matéria-prima dos biodieseis. Algumas espécies
sdo importantes fontes de 6leo ou cera, como a Ricinus communis da qual € extraido
0 O0leo de mamona que é aproveitado na iluminacdo, em pomadas corporais, além de

viabilizar o crescimento capilar (XU et al., 2010).

O género Jatropha, um dos principais da familia Euphorbiaceae, tem seu nome
oriundo da palavra grega “jatros” que significa “médico” e “trophe”, “comida”,
abrangendo 170 espécies que podem ser ervas, arbustos ou arvores
(RAMPADARATH; PUCHOOA; RANGHOO-SANMUKHIYA, 2014b). Extratos e
compostos puros destas plantas sdo descritos em relagédo a toxicidade e as atividades
antimicrobiana, antiprotozoaria, anticoagulante e anti-inflamatéria. As pesquisas
relacionadas aos seus constituintes proporcionaram o isolamento de alcaloides,

peptideos ciclicos, terpenos, flavonéides, compostos fendlicos, acidos graxos, entre
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outros compostos, demonstrando elevado potencial das espécies como fontes de
medicamentos (SABANDAR et al., 2013).

2.1.2. Espécie Jatropha multifida Linn.

A Jatropha multifida L., conhecida popularmente como flor-de-coral, coral,
coral-dos-jardins, flor-de-sangue ou merthiolate, € um arbusto com até 2 m de altura,
suas folhas estéo divididas em segmentos longos, medindo de 10 a 20 cm de largura,
apresenta flores pequenas agrupadas em cachos com a coloracéo vermelho-brilhante,
enquanto que os frutos sdo verdes a amarelos (Figura 1). Ademais, possui seiva
leitosa ou incolor que, em contato com a pele, é capaz de provocar dermatite
(QUEENSLAND GOVERNMENT, acesso em 2019).

Figura 1. Espécie Jatropha multifida. (A) Aspecto geral; (B) folhas; (C) fruto e flores.

Fonte: Autora, 2019.
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Na medicina popular, € utilizada com a finalidade de acelerar o processo de
cicatrizacdo, como purgativo e antipirético, no tratamento de lesdes, gonorreia,
candidiase oral, infec¢cBes urindrias como também de pele, e a seiva incolor é
empregada para tratar Ulceras gastrointestinais (AIYELAAGBE, 2000; BUCH;
ARANTES; CAMPELO, 2008; SABANDAR et al., 2013). Na Africa Ocidental, o latex é
aplicado para curar aftas em linguas de bebés, tratar infecgfes e o 6leo de semente
é util como lubrificante, na fabricacdo de sabéo caseiro e de velas (AIYELAAGBE et
al., 2008).

Estudos comprovaram que a espécie Jatropha multifida possui atividades
antibacteriana (SABANDAR et al., 2013; AIYELAAGBE, 2000), antifungica (HAMZA et
al., 2006), larvicida e biopesticida (RAMPADARATH; PUCHOOA; RANGHOO-
SANMUKHIYA, 2014a,b). Além disso, devido a sua atividade antimicrobiana, o extrato
da planta pode ser explorado no tratamento de infec¢cdes sexualmente transmissiveis
(AIYELAAGBE, 2008).

Dentre os compostos vegetais que podem apresentar atividades bioldgicas,
destacam-se as proteinas e metabolitos secundarios tais como compostos de
nitrogénio (alcaléides, aminoacidos nao-proteicos, aminas, alcamidas, glicosideos
cianogénicos e glicosinolatos) e compostos ndo nitrogenados (monoterpenos,
diterpenos, triterpenos, tetraterpenos, sesquiterpenos, saponinas, flavonodides,
esterdides, cumarinas). Dentre o grupo de proteinas, lectinas vém sendo identificadas
como principio ativo de diversas propriedades descritas na medicina popular (PAIVA
et al., 2012).

2.2. LECTINAS

As lectinas sdo proteinas que contém pelo menos um dominio ndo-catalitico
capaz de se ligar a carboidratos com alta especificidade de maneira reversivel, por
meio de ligacbes de hidrogénio, interacdes hidrofébicas e de Van der Walls
(PEUMANS & VAN DAMME, 1995; COELHO et al., 2017).

A regido na lectina em que ocorre estas interagdes € denominada Dominio de
Reconhecimento a Carboidrato (DRC) (Figura 2), pelo qual as lectinas podem

aglutinar células, como os eritrocitos, quando interagem com carboidratos da
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superficie celular. Ademais, esta classe de proteinas € de origem ndo imunoldgica,
pois ndo sédo 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 aglutinacéo das células (GOMES, 2013; DIAS et al., 2015).

A primeira descricdo de uma proteina capaz de aglutinar eritrocitos foi
apresentada por Peter Hermann Stillmark no ano de 1888 em sua tese de doutorado.
Stillmark isolou esta proteina altamente téxica, nomeada de ricina, a partir das
sementes de Ricinus communis (mamona). Em 1936, Sumner e Howell relataram em
seu trabalho a especificidade por acUcares de uma proteina denominada
concanavalina A, por meio da observacéo da inibicdo da sua atividade hemaglutinante
pela sacarose. Somente em 1954, Boyd e Shapleigh propuseram o termo lectina, do
latim “legere” que significa “escolher”, para o grupo de proteinas vegetais capaz de
distinguir eritrocitos de diferentes tipos sanguineos. O termo, entdo, foi generalizado
para todas as proteinas que se ligam a carboidratos com elevada especificidade
(SHARON & LIS, 2004).

Figura 2. Esquema ilustrativo da interacdo de lectina ao carboidrato através do
Dominio de Reconhecimento a Carboidrato (DRC).

Carboidrato

Ligacées de Hidrogénio

_—_  Imteracées
— Hidrofébicas

Fonte: Adaptado de Lino et al., 2013.
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Em relagéo a estrutura molecular, as lectinas séo diferentes entre si quanto a
composi¢cdo aminoacidica, massa molecular, estrutura tridimensional e dependéncia
de metais a fim de se tornarem ativas para cumprir sua funcao biolégica (VAN DAMME
et al., 1998). De acordo com Peumans & Van Damme (1998), as lectinas de plantas
sdo classificadas, quanto a sua estrutura geral, como merolectinas, hololectinas,

guimerolectinas e superlectinas.

As merolectinas contém exclusivamente um Unico dominio de ligacdo a
carboidratos, por isso sao impossibilitadas de precipitar glicoconjugados ou aglutinar
células devido ao seu carater monovalente. Enquanto as hololectinas possuem dois
ou mais dominios de ligagdo semelhantes ou idénticos, sendo assim, di ou
polivalentes com habilidade, portanto, de aglutinar células e precipitar
glicoconjugados. As quimerolectinas consistem de um dominio de ligagdo a
carboidrato e um dominio ndo-relacionado que apresenta funcdo catalitica ou outra
atividade biologica, atuando de forma independente do dominio de ligacdo a
carboidratos. O grupo de lectinas compostas por pelo menos dois dominios de ligacao
distintos capazes de interagir com acucares diferentes corresponde as superlectinas
(Figura 3).

Figura 3. Classificacéo estrutural de lectinas de plantas.

Merolectinas Hololectinas Quimerolectinas | Superlectinas

e 2
P S

o @
o G
4

Sitio catalitico ou com

Mondmero DRC outra funcéo biolégica

Fonte: Adaptado de Peumans & Van Damme, 1998.
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2.3. FUNCOES BIOLOGICAS E POTENCIAL BIOTECNOLOGICO DE LECTINAS
DE PLANTAS

Lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza e tém sido isoladas de virus,
fungos, bactérias, invertebrados, organismos unicelulares, animais e plantas (DIAS et
al., 2015). Devido a alta especificidade que as lectinas apresentam a carboidratos,
estas proteinas agem como moléculas de reconhecimento no interior de uma célula,
entre as células ou entre os organismos (CHRISPEELS & RAIKHEL, 1991).

Em plantas, lectinas estdo presentes principalmente em cascas e sementes,
mas também em bulbo, grdo, raiz, folha, fruto, haste e flor (CORREIA; COELHO;
PAIVA, 2008). Elas atuam no desenvolvimento e sinalizac&o celular, participam do
mecanismo de defesa contra o ataque de microrganismos, insetos e animais
predadores, além de inibirem o crescimento de varios fungos fitopatogénicos e nao
patogénicos (SHARON & LIS, 2004; DIAS et al., 2015). Além disso, lectinas podem
interferir no processo de aderéncia e invasao de uma bactéria na célula ao reconhecer
carboidratos na superficie bacteriana, bloqueando os locais de interacdo do
microrganismo com a célula hospedeira (Figura 4) (PROCOPIO et al., 2017).

Figura 4. A adesédo de bactérias a membrana da célula hospedeira (1) pode ser

impedida devido ao blogueio da interacdo por uma lectina antibacteriana que
reconhece e se liga aos carboidratos da superficie bacteriana (2).

1

Adesao

Inibigdo da adesao
por lectinas

Célula hospedeira

Fonte: Adaptado de Procopio et al., 2017.

As funcdes das lectinas de outras fontes incluem contribuicdo no processo de

endocitose e transporte intracelular, como também séo capazes de induzir apoptose
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em células tumorais, bloquear infecgcdo de microrganismos, controlar os niveis de
proteinas no sangue e atuar no sistema imunoldgico ao reconhecer carboidratos

exclusivos de patdgenos (DIAS et al., 2015).

As lectinas possuem a habilidade de reconhecer carboidratos em células,
secdes de tecido, fluidos biologicos e, devido a sua alta especificidade, tém sido
utilizadas como importantes ferramentas em biotecnologia no agronegécio, bem como
em &reas de salide humana e animal. Entre as diversas atividades das lectinas, alguns
exemplos de aplicacbes sdo como agentes antitumorais, anti-inflamatorios, anti-
helminticos, antimicrobianos, biossensores de doencas e inseticidas (CARVALHO et
al., 2015; DIAS et al., 2015; COELHO et al., 2017).

Aplicacdes biotecnolégicas também tém sido demonstradas em extratos e
fragOes contendo lectina. O extrato salino da raiz de Borreria verticillata comprovou
ser fonte de lectinas e apresentou atividade antibacteriana contra espécies de
Pectobacterium (SILVA et al., 2018). O extrato salino das folhas, a fracdo 20-40% com
a lectina parcialmente purificada com sulfato de amoénio, bem como a lectina isolada
exibiram atividades termiticida, bactericida e fungicida (SILVA et al., 2015). Ademais,
estudo somente com o extrato salino demonstrou atividade larvicida contra Aedes
aegypti (SILVA & SA, 2015).

O extrato salino e a lectina de folhas de Schinus terebinthifolius apresentaram
efeito antitumoral (RAMOS et al., 2019). O extrato aquoso e a fracdo rica em lectina
das sementes de Moringa oleifera foram capazes de atrasar o ciclo de
desenvolvimento de Aedes aegypti, induzir a morte de larvas, como também
comprometer a fertilidade e fecundidade das fémeas (SILVA et al., 2019b). O extrato
bruto em solucdo tampé&o de bicarbonato de aménio e a lectina isolada do latex de
Euphorbia tirucalli comprovaram atividades antitumoral, antimicrobiana e
antiparasitaria (PALHARINI et al., 2017). Propriedades inseticidas também tém sido
encontradas no extrato salino das folhas de Schinus terebinthifolius, e a lectina isolada
afetou na conversao dos alimentos em biomassa nos insetos (CAMAROTI et al.,
2018).

Lima et al. (2010) avaliaram a lectina de sementes de Cratylia mollis e
constataram duas isoformas que podem auxiliar no diagnostico de cancer de préstata.

O efeito antitumoral foi observado na lectina purificada do exudato de frutos de
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Praecitrullus fistulosus contra células de cancer de célon (MADHU et al., 2019), e
propriedades anti-inflamatérias e antinociceptivas foram notdrias no estudo da lectina
das folhas de Bauhinia monandra (CAMPOS et al., 2016).

Algumas lectinas sao capazes de atuar como agente de controle de pragas.
Caccia et al. (2012) comprovaram o potencial inseticida da lectina do bulbo de
Hypeastrum hybrid (Amaryllis) contra as larvas do verme do algoddo. A lectina de
sementes de Chenopodium quinoa apresentou atividade antimicrobiana (POMPEU et
al., 2015), enquanto que a de Canavalia brasiliensis foi capaz de inibir o
desenvolvimento do parasita responsavel por infectar pequenos ruminantes
(BATISTA et al.,, 2018). A tabela 1 demonstra estudos relacionados ao potencial

biotecnoldgico das lectinas oriundas das espécies da familia Euphorbiaceae.

Tabela 1. Potencial biotecnoldgico de lectinas da famillia Euphorbiaceae.

Parte da Potencial

planta Especie biotecnolégico SEIEEHIEEE

AFONSO-CARDOSO

Antiparasitario

Latex Synadenium etal., 2011

carinatum Tratamento de ROGERIO et al.,
doencas alérgicas 2007
. Euphorbia , , SIRITAPETAWEE et

Latex . Antibacteriano
antiquorum L. al., 2018

Casca Sebastiania Antifiingico VAZ et al., 2010
Jjacobinensis

Sementes Tetracarpidium Antinociceptivo OLADOKUN et al.,
conophorum Anti-inflamatorio 2019

2.4. DETECCAO E PURIFICACAO DE LECTINAS

A presenca de lectinas pode ser detectada por meio do teste da atividade
hemaglutinante (AH), que consiste na realizacdo de uma diluicdo em série da amostra,
seguida da adicdo de eritrocitos humanos ou de animais em placa de microtitulacéo.
As lectinas, que possuem dois ou mais dominios (di ou polivalentes), se ligam aos
carboidratos da superficie celular, formando uma rede entre os eritrécitos (Figura 5a
e 5b). Assim, a atividade hemaglutinante corresponde ao inverso da ultima diluicdo

em que ainda apresenta hemaglutinacdo e a atividade hemaglutinante especifica
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(AHE), a razdo entre a AH e a concentracdo de proteina (mg/mL) (CORREIA &
COELHO, 1995; SHARON & LIS, 2001).

O efeito aglutinante ndo é suficiente para comprovar a presenca da lectina,
devido a possibilidade da existéncia de alguns compostos como taninos, lipidios ou
ions bivalentes na amostra, os quais também possuem a habilidade de aglutinar
células. A confirmacgdo que o agente aglutinante é uma lectina é feita através do teste
de inibicdo da AH, em que sao utilizadas solu¢cdes de carboidratos livres que
interagem com os dominios de ligacdo das lectinas, impossibilitando a interagcdo com
os carboidratos da superficie dos eritrcitos (Figura 5c). Por conseguinte, a formacéo
da reticulacdo das células € impedida e os eritrocitos precipitam. O teste revela os
carboidratos especificos da lectina definidos como aqueles que inibiram mais
efetivamente a atividade hemaglutinante (SILVA, 2015).

Figura 5. Hemaglutinagdo e teste de inibicdo da atividade hemaglutinante. (a) A
presenca de lectina € detectada pela formac&o de uma rede de hemaglutinacéo. (b)
O teste de AH é executado em placas de microtitulacdo. (c) A inibicdo da AH é
revelada quando a ligacéao especifica da lectina a carboidrato desfaz a formacéo da

rede. C — Controle, CC — Carboidrato Competidor, CME — Carboidrato da Membrana
de Eritrécito, E — Eritrocito, L — Lectina.
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Fonte: Adaptado de Procopio et al., 2017.
As moléculas de lectina podem nédo ser detectadas como consequéncia do
impedimento estérico na interacdo lectina-carboidrato, o que torna necessario

submeter os eritrécitos ao tratamento enzimatico (tripsina, papaina ou
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neuraminidase), com a finalidade de facilitar a aglutinacéo, provocando o aumento da
sensibilidade das células a lectina (KENNEDY et al., 1995; PAIVA et al., 2010). Para
a preservacao dos eritrocitos, € empregado um tratamento quimico utilizando solucdo
de glutaraldeido (BING et al., 1967) ou uma solucédo de alsevier como anticoagulante
(DENIS et al., 2017).

O primeiro passo para a purificacdo da lectina € a preparacdo do extrato em
solucdo aquosa, salina ou tampao (PAIVA et al., 2010). O extrato € submetido ao
processo de fracionamento salino que se baseia na adicdo de um sal que possibilita
a precipitacdo seletiva de algumas proteinas, enquanto outras permanecem em
solugédo (NELSON & COX, 2014, p. 90). O sulfato de amoénio é comumente utilizado
por ser altamente hidrofilico, capaz de retirar a camada de solvatacdo das proteinas,
fazendo com que elas precipitem e, posteriormente, sejam separadas (SILVA, 2015).
Este processo permite purificar parcialmente as lectinas e proporciona a estabilizacao
da atividade hemaglutinante, mesmo ap0s o armazenamento em longos periodos
(KENNEDY et al., 1995).

O isolamento da lectina presente em uma mistura de proteinas pode ser
realizado por métodos cromatograficos conforme a especificidade a carboidratos
(cromatografia de afinidade), carga (cromatografia de troca ibnica) ou tamanho
(cromatografia de exclusdo molecular) da molécula (PAIVA et al., 2011). A
cromatografia de afinidade € a mais utilizada e vantajosa para purificacdo de lectina,
pois a biomolécula se liga a suportes polissacaridicos de forma reversivel, com alta
especificidade e recuperacdo, sem modificar a estrutura dos compostos com 0s quais
interage (KENNEDY et al., 1995).

As fracdes obtidas contendo a lectina parcialmente purificada sdo submetidas
ao processo de didlise em membranas semipermedveis, para separar proteinas de
solutos pequenos, empregando como fator determinante o tamanho das biomoléculas.
A membrana, quando suspensa em uma solucdo tamponada, permite a livre
passagem de carboidratos, sais — inclusive o sulfato de aménio adicionado no
fracionamento salino — e da solucdo tampdo, mas ndo de proteinas grandes, estas

permanecem retidas no interior da bolsa membranosa (NELSON & COX, 2014, p. 90).

A pureza da lectina pode ser avaliada através da eletroforese em gel de

poliacrilamida, que funciona como peneira molecular, com dodecilsulfato de sdédio
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(SDS-PAGE). O SDS é um detergente anidnico que possui a finalidade de desnaturar
as proteinas, convertendo-as em uma estrutura linear, e de torna-las carregadas
negativamente. Assim, a presenca do SDS permite a separacdo destas biomoléculas
considerando quase que exclusivamente a massa molecular, enquanto que a sua
auséncia proporcionaria a migracao das proteinas com base também no diferencial
de carga e formato. Adicionalmente, pode ser empregado um agente redutor, como o
2-mercaptoetanol, para romper as ligacdes dissulfeto responsaveis por manter a
estrutura tridimensional da proteina (NELSON & COX, 2014, p. 93-94; ROCHA et al.,
2005; WILSON & WALKER, 2010, p. 407).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral
Identificar e purificar uma lectina de folhas de Jatropha multifida Linn.

3.2. Objetivos especificos

e Avaliar métodos de extracao da lectina de folhas de J. multifida;

e Detectar a presenca de lectina nos extratos e realizar fracionamento protéico;

e Determinar a especificidade da lectina a carboidratos;

e Purificar uma lectina através de método cromatografico;

e Avaliar o grau de pureza da preparacao lectinica obtida na cromatografia por
eletroforese em gel de poliacrilamida sob condicbes desnaturantes (SDS-
PAGE).
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4. METODOLOGIA

4.1. Coleta do material vegetal

As folhas da planta Jatropha multifida foram coletadas e secas no Centro de
Ciéncias Agrarias — CECA/UFAL, localizado no municipio de Rio Largo, Alagoas,
regido Nordeste do Brasil. O material foi triturado em um liquidificador e peneirado
para a obtencdo de um p6 fino, o qual foi armazenado em frasco fechado para ser

utilizado, posteriormente, na extragao proteica.

4.2. Extragao e fracionamento de proteinas

Na proporcédo de 1:10 (m/v), 2 g do po foram pesados e os extratos foram
preparados em trés solucdes diferentes: salina com NaCl 0,15 M; tampéao Tris-HCI 50
mM pH 8,0; e tampéao fosfato de sédio 50 mM pH 7,2, sob agitacdo suave por 16 h
circundado por gelo. Apos a filtracdo das misturas, os precipitados foram descartados
e os filtrados, utilizados para avaliar a concentracado de proteinas e a presenca de
atividade hemaglutinante. O sobrenadante, denominado extrato bruto, que
proporcionou maior dosagem proteica foi submetido a um fracionamento realizado
com sulfato de amonio 0-20%, 20-40%, 40-60% e 60-80% de saturacdo. Apdés 1 h na
geladeira, a solucéo resultante foi centrifugada por 15 min, 15000 x ga 4 °C e o

precipitado, separado do sobrenadante.

4.3. Tratamento de eritrécitos

O sangue de coelho foi tratado com solucéo alsevier (2,05 g de glicose, 1,20 g
de citrato de sodio, 0,42 g de cloreto de sddio, 0,055 g de acido citrico em 100 mL de
agua destilada) e centrifugado a 15000 x g, 4 °C por 15 min. O sobrenadante foi
retirado e o precipitado, suspendido em NaCl 0,15 M, sendo esse procedimento
repetido trés vezes. A coleta de eritrocitos foi aprovada pelo Comité de Etica em

Experimentacdo com animais (processo 23076.033782/2015-70).
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4.4. Teste de hemaglutinacao

O ensaio de atividade hemaglutinante foi realizado em placa de microtitulagéo
de acordo com Paiva e Coelho (1992). Os pocos foram preenchidos com 50 pL de
solugéo NaCl 0,15 M e, posteriormente, 50 yL do extrato bruto foi acrescentado,
homogeinizado e diluido serialmente. Isto significa que, partindo de um volume total
de 100 pL, 50 L foi transferido para o proximo pogo até o ultimo com o intuito de
reduzir a sua concentracédo pela metade. Em seguida, 50 uL de uma suspenséo de
2,5% (v/v) de eritrocitos de coelho em NaCl 0,15 M foi adicionado em cada pogo e
mantida em repouso durante 45 min a temperatura ambiente. O mesmo procedimento
foi realizado com as fracfes provenientes do fracionamento salino e com as fracbes
oriundas da cromatografia. A atividade hemaglutinante foi calculada considerando o

inverso da ultima diluicdo que ainda apresentou hemaglutinacéo.

4.5. Especificidade a carboidratos

O teste de inibicdo da atividade hemaglutinante foi realizado como descrito por
Napoleédo et al. (2011), utilizando solucdes de 0,1 M dos seguintes carboidratos e
glicoproteina: fetuina, frutose, galactose, glicose, lactose, maltose, N-
acetilglicosamina, ribose e sacarose. Foram adicionados em todos 0s pocos da placa
de microtitulacdo 50 L da solugao de carboidrato ou glicoproteina em NaCl 0,15 M.
Em seguida, foi acrescentada uma aliquota de 50 uL do extrato bruto no primeiro poco,
diluindo serialmente até o ultimo e submetida a incubac&o durante o periodo de 15
min. Uma suspensdo de 50 uL de 2,5% (v/v) de eritrocitos de coelho, entéo, foi

adicionada e incubada por 45 min a temperatura ambiente.

4.6. Quantificacao de proteinas

A concentracdo de proteinas (mg/mL) foi determinada através do método de
Bradford (1976) utilizando a curva-padrdo de albumina de soro bovino. Neste
procedimento, foram utilizados 1 pL de amostra, 9 pyL de tampéo (Tris-HCI 50 mM pH
8,0) e 190 uL de reagente de Bradford, resultando em uma amostra de 200 yL medida

a absorbancia a 595 nm em uma placa de microtitulacéo.
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4.7. Purificag&o da lectina das folhas de Jatropha multifida

Para a purificacdo da lectina, foi empregado o método cromatografico em matriz
de quitina, um polissacarideo de [-(1,4)-N-acetil-D-glicosamina, equilibrada
previamente com 100 mL de solucdo de NaCl 0,15 M. Em seguida, 600 uL da FO-
20% foram aplicados na coluna, seguida dos solventes Tris-HCI 50 mM pH 8,0, Tris-
HCI 50 mM pH 8,0 + NaCl 0,5 M, &cido acético 0,5 M e acido acético 1,0 M. Durante
o0 processo, foram coletadas aliquotas de 2,0 mL em 65 tubos falcon e, posteriormente,
em espectrofotdmetro, foi realizada a leitura de absorbéncia a 280 nm para cada tubo.
As fragbes que apresentaram o0 maior pico proteico com atividade hemaglutinante
foram reunidas e submetidas ao processo de dialise contra agua Milli-Q por 2 h e duas
vezes contra Tris-HCI 50 mM pH 8,0 durante 2 h em agitador magnético, totalizando
6 h.

4.8. Eletroforese em gel de poliacrilamida

A pureza da lectina foi avaliada segundo Laemmli (1970), através do método
eletroforético com gel de poliacrilamida (PAGE) na concentracdo de 10% (m/v)
contendo dodecilsulfato de sodio (SDS), em condi¢cdo nao redutora, sob corrente de
90 mA. O gel foi constituido por gel inferior e gel superior preparados com 0s mesmos
constituintes, alterando apenas a quantidade de cada, os valores sdo apresentados
respectivamente: agua destilada (1396 e 1400 pL), Tris-HCI 2,0 M pH 8,8 (937,5 e
1000 uL), SDS a 1% (500 e 400 uL), acrilamida a 30% (1667 e 800 uL), persulfato de
amonio (250 e 200 uL) e TEMED (250 e 200 L), sendo estes dois ultimos
catalisadores. O gel superior (gel de empilhamento) foi preparado para assegurar que
todas as proteinas chegassem ao gel inferior (gel de separacéo) simultaneamente,
com o intuito de que a migracdo das proteinas com o mesmo peso molecular
ocorresse como bandas estreitas. A amostra proveniente da dialise foi aplicada no
poco do gel e a banda proteica foi corada com nitrato de prata. A duracdo da corrida
foi determinada pela chegada do azul de bromofenol, contido no tampéo de amostra,
ao final do gel, pois o corante é capaz de migrar facilmente, por ser uma molécula

pequena, apontando a localizacdo da frente da eletroforese.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1. Quantificagdo de proteinas e atividade hemaglutinante

O extrato das folhas de J. multifida foi obtido em trés diferentes solucbes e
analisado quanto a dosagem proteica e atividade hemaglutinante para a escolha do
solvente que proporcione mais eficiéncia na extragdo de lectina. Assim, foi notorio o
maior teor de proteinas quando a extracao foi realizada com solvente Tris-HCI 50 mM
pH 8,0, onde também foi evidenciada a maior atividade hemaglutinante e atividade
hemaglutinante especifica (Tabela 2). Costa et al. (2018) e Martinez-Alarcén et al.
(2019) também utilizaram este tampao para extracao de lectinas vegetais oriundas de
Genipa americana e Phaseolus acutifolius, respectivamente, ambas com potencial
biotecnologico.

Tabela 2. Teor de proteinas, atividade hemaglutinante (AH) e atividade

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

Solucéo para extracao Concentracéo AH AHE
proteica de proteinas
(mg/mL)
NaCl 0,15 M 2,012 - -
Tris HClI 50 mM pH 8,0 3,152 512 162,44
Fosfato de s6dio 50 mM pH 7,2 2,780 256 92,09

AH foi definida como o inverso da menor concentracdo capaz de produzir a rede de
hemaglutinacdo de eritrocitos de coelho. AHE foi calculada como a razdo entre AH e a
concentracgdo proteica (mg/mL).

Fonte: Autora, 2019.

Utilizando 2 g de material vegetal, foi preparado 20 mL de extrato em Tris-HCI
50 mM pH 8,0, de onde foi extraido 63,04 mg de proteinas. Para realizar o
fracionamento proteico com intuito de purificacdo da lectina, ciclos do fracionamento
salino (0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80%) foram realizados com o extrato resultante.
O processo de hemaglutinacdo em cada amostra foi analisado visualmente,
comparando-se com Sseus respectivos controles negativos, 0s quais continham

apenas a suspensao (2,5%, v/v) de eritrocitos e a solucdo salina NaCl 0,15 M.
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A fracdo que apresentou maior dosagem proteica correspondeu a F40-60%,
expressando 4,362 mg/mL. Contudo, a fracdo F0-20% foi a Unica que apresentou
atividade hemaglutinante (2048) com concentracao de proteina igual a 3,677 mg/mL,
indicando que nas demais fracBes as proteinas precipitadas ndo tinham natureza
lectinica (Tabela 3). Utilizando o volume da aliquota de 50 pyL da F0-20%, pode-se
afirmar que 0,1838 mg foram utilizados para o teste de AH em placa de microtitulacao.
Assim, considerando a diluicdo, foi possivel observar que a quantidade minima para
promover a hemaglutinacdo de 50 uL da suspenséo de eritrécitos foi de 0,0897 ug de
proteinas, sugerindo que lectinas podem estar presentes na amostra. O fracionamento
salino é uma técnica bastante empregada no isolamento de proteinas, pois permite
gue haja aremocao de contaminantes presentes no extrato, resultando em uma fracéo
mais rica em lectina, fato observado através da elevagéo do valor de AHE (162,44 no
extrato para 556,98 na F0-20%). O procedimento também resulta em melhor
resolucdo na etapa seguinte, a de cromatografia.

Tabela 3. Concentracéo de proteinas e atividade hemaglutinante das fragdes oriundas
do fracionamento salino do extrato de folhas de J. multifida.

Amostras Concentracao de AH AHE
proteinas (mg/mL)
Extrato bruto 3,152 512 162,44
FO0-20% 3,677 2048 556,98
FS20% 0,714 - -
F20-40% 3,668 - -
FS40% 0,631 - -
F40-60% 4,362 - -
FS60% 0,260 - -
F60-80% 0,521 - -
FS80% 0,082 - -

Fonte: Autora, 2019.

5.2. Teste de inibicdo da AH

O ensaio de atividade hemaglutinante ndo € conclusivo para confirmar a

presenca de lectinas, devido a possibilidade de outros compostos como taninos,
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lipidios ou ions bivalentes poderem dispersar eritrocitos através de ligacdes néo
especificas, resultando em um falso positivo de AH. Por isso, foi realizado o teste de
inibicdo da AH, onde os carboidratos livres em solucao interagem com os dominios
de ligacdo da lectina, dependendo da sua especificidade, impedindo sua interagao
com os glicoconjugados presentes na membrana dos eritrocitos. Este ensaio
determina também o grau de especificidade da lectina a carboidratos, sendo o
carboidrato mais especifico aquele que resultou na maior inibicdo da hemaglutinacéo
(PAIVA et al., 2013).

Desta forma, foi demonstrado que tanto o0s monossacarideos N-
acetilglicosamina, ribose e glicose, quanto os dissacarideos sacarose e maltose foram
capazes de inibir a hemaglutinacdo. Dentre estes cinco carboidratos, a lectina em
estudo evidenciou maior afinidade a glicose e maltose, por terem apresentado maior
inibicdo da atividade hemaglutinante (Tabela 4).

Tabela 4. Inibicéo da atividade hemaglutinante do extrato de folhas de J. multifida por
glicoproteina e carboidratos.

Ligante AH
Controle negativo 512
Fetuina NI
Frutose NI
Galactose NI
Glicose 2
Lactose NI
Maltose 2
N-acetilglicosamina 8
Ribose 4
Sacarose 8

NI: N&o Inibiu
Fonte: Autora, 2019.

Na literatura, a sacarose foi citada como o carboidrato capaz de inibir a
atividade hemaglutinante promovida pela concanavalina A, oriunda da espécie
Canavalia ensiformis, sendo o primeiro relato da especificidade de uma lectina a
carboidratos (SHARON & LIS, 2004). Souza et al. (2011) descreveram a reducéo da

atividade hemaglutinante da lectina das raizes de Bauhinia monandra devido a
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presenca da sacarose. Acerca do género Jatropha, uma lectina com especificidade a
glicose também foi relatada para a espécie de Jatropha curcas (AL-SAMAN et al.,
2015). Além disso, uma lectina de rizomas de Calystegia sepium também teve sua
atividade hemaglutinante inibida por maltose (PEUMANS et al., 1997).

5.3. Purificacéo da lectina

A F0-20% foi submetida a cromatografia em coluna de quitina. A coluna de
quitina é utilizada tanto para cromatografia por afinidade a lectinas ligadoras de N-
acetilglicosamina como também pode ser empregada como cromatografia de troca
ibnica, uma vez que 0s grupos amino das cadeias de quitina em pH <6,0 capturam
ions H* da solucéo e exibem carga superficial positiva (ROY et al., 2017). No inicio da
eluicdo com Tris-HCI 50 mM pH 8,0, foi evidente um pico com maior absorbancia a
280 nm, porém sem AH, indicando que houve eluicdo de compostos néo lectinicos e
gue a lectina provavelmente teria sido adsorvida na matriz cromatografica (GOMES et
al, 2012). Ao alterar o eluente adicionando Tris-HCI 50 mM pH 8,0 contendo NacCl 0,5
M, um segundo pico também foi observado, este com menor absorbéancia, entre as

fracOes 24 e 25, porém sem atividade hemaglutinante.

Figura 6. Cromatografia da FO-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 absorbéancia e
AH.

n
g
=

.
Ll
A

Absorbancia 280

0.0 T T T T - T l\' le T T -0

0 5 10 15 20 25 30 35 40 45 50 55 60 65 70
Fracoes

wa=  Trs HCI S0 mM pH=8.0 . Tres HCI 50 mM pH=8.0 « 0.5 M de NaCl
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Fonte: Autora, 2019.
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A lectina adsorvada na coluna foi recuperada com a eluigdo com &cido acético
0,5 M, revelando sua estabilidade estrutural com baixo valor de pH (SA et al., 2009).
O pico proteico ativo mostrou elevada atividade hemaglutinante, de 512 na fracéo 40
e de 2048, nas fragdes de 41 a 50, assegurando que a quitina foi capaz de interagir e

reter seletivamente a lectina (Figura 6).

Algumas lectinas de origem vegetal ja foram isoladas por cromatografia
utilizando matriz de quitina, a exemplo da lectina extraida das folhas de Schinus
terebinthifolius com atividade antimicrobiana (GOMES et al., 2012), como também a
lectina das sementes de Apuleia leiocarpa revelando potencial antibacteriano
(CARVALHO et al., 2015), além da lectina das raizes de Portulaca elatior que
apresentou propriedades bactericida e fungicida contra patdbgenos humanos (SILVA
et al, 2019a).

As fracdes obtidas no método cromatografico que apresentaram atividade
hemaglutinante foram reunidas e dialisadas contra agua Milli-Q por 2 h e duas vezes
contra Tris HCI 50 mM pH 8,0 durante 4 h. Posteriormente, a solucdo resultante foi
submetida a eletroforese com a finalidade de avaliar o grau de pureza da amostra e
confirmar se a metodologia de purificacdo utilizada foi eficiente. Dessa forma, o
isolamento da lectina foi comprovado devido a aparicdo de uma uUnica banda em
condicBes desnaturantes e nao redutoras (Figura 7).

Figura 7. Eletroforese SDS-PAGE a 10% sem redutor da lectina de folhas de J.

multifida. O pico proteico ativo advindo da cromatografia foi dialisado e aplicado no
poco do gel e a banda proteica foi corada com nitrato de prata.

Fonte: Autora, 2019.
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. CONCLUSAO

e Foidetectada a presenca de lectina em folhas de J. multifida, extraida em maior
guantidade em soluc¢éo de Tris-HCI 50 mM pH 8,0;

e O fracionamento salino mostrou-se eficaz em concentrar a lectina em uma
fracédo, a FO0-20%, que demonstrou maior atividade hemaglutinante;

e A lectina em estudo possui maior especificidade por glicose e maltose, mas
também por N-acetilglicosamina, ribose e sacarose;

e A cromatografia em matriz de quitina permitiu purificar a lectina que, apés
didlise, apresentou-se como uma banda proteica na eletroforese em gel de
poliacrilamida a 10% sob condi¢des desnaturantes sem redutor;

e As perspectivas de estudo para esta lectina incluem avaliar sua estabilidade
térmica, efeito de ions e pH na atividade hemaglutinante, como também sua

possivel aplicacdo bioldgica.
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