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RESUMO

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas, de origem ndo imunoldgica que se ligam
reversivelmente e especificamente a carboidratos. Caesalpinia ferrea € uma planta com
ampla distribuicdo no Brasil, sendo utilizada em medicina popular. Neste trabalho a
lectina da vagem sem as sementes, de Caesalpinia ferrea (CfePL) foi purificada,
caracterizada e avaliada biologicamente. CfePL foi avaliada quanto a potencial acdo
contra bactérias Gram-positivas, Gram-negativas e fungos, na inibicdo do crescimento
celular e respiracdo celular e mitocondrial de Candida albicans e como proteina
inseticida para a espécie de cupins Nasutitermes corniger. CfePL foi obtida por
fracionamento salino de um extrato bruto a 10% seguida de cromatografia em coluna de
quitina. CfePL aglutina eritrcitos de humanos, galinha, coelho e rato, é principalmente
inibida por glicoproteinas (caseina, e as do soro de coelho e soro fetal bovino), &
termoestavel (ativa apds aquecimento a 100 °C, 12 h), a sua atividade hemaglutinante
(AH) é estimulada pelos fons (Ca** e Mg?"); e em diferentes valores de pH (4,5; 5,0;
5,5; 7,5) é aumentada, sendo quase totalmente abolida em pH 9,0. Apds tratamento com
enzimas proteoliticas CfePL manteve-se estavel. CfePL migrou com uma Unica banda
na el etroforese para proteinas nativas bésicas e uma banda polipeptidica de massa 8 kDa
em SDS-PAGE com ou sem agente redutor e cromatografia de filtragdo em gel. A sua
porcdo carboidrato foi estimada em 6,8%. CfePL inibe o crescimento de bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas e de fungos, os melhores resultados caracterizados
pelos halos de inibicdo (17mm) foram com Escherichia coli e Colletotrichum
gloesporioides, com uma concentragdo minima inibitoria de 10 pg/mL frente a estes
dois microrganismo e a Streptococcus sp.; CfePL (40 pg/ml) inibe totalmente o
crescimento celular de C. albicans. Nas concentragfes de 25 pg/ml e 40 pg/ml foi
observada uma inibicdo de 30% e 45 %, apbs 2 h de incubagdo na respiragdo celular de
C. albicans e na mitocondrial uma inibicdo de 45% e 90%, respectivamente. CfePL
apresenta acdo inseticida e ndo repelente contra N. corniger. CfePL € purificada em
guantidades de miligramas por uma metodologia simples, e demonstra ser um potente
agente antimicrobiano de baixo custo, com amplo espectro de acdo, apresentando,
também, acdo inseticida.

Palavras Chaves. Lectina, Caesalpinia ferrea, atividade antimicrobiana, atividade
inseticida
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ABSTRACT

Lectins are proteins or glycoproteins of non-immune origin that bind carbohydrates
specifically and reversibly. Caesalpinia ferrea is a plant with widely distributed in
Brazil and is used in popular medicine. In this work the lectin from Caesalpinia ferrea
pod (CfePL) was purified, characterized and applied biology. CfePL was evaluated as a
potential action against Gram-positive, Gram-negative bacteria and fungi; inhibition of
cell growth and cell respiration and mitochondrial inhibition of Candida albicans and as
insecticidal protein for the specie of termite Nasutitermes corniger. CfePL was obtained
by fractionation of a crude extract of 10% followed by chromatography on a column of
chitin. CfePL agglutinate erythrocytes of human, chicken, rabbit and mouse, is mainly
inhibited by glycoproteins (casein and whey rabbit fetal bovine serum). CfePL is
thermostable (active after heating to 100 °C, 12 h); its hemagglutinating activity (HA) is
stimulated by ions (Ca?*and Mg ?*) and it is active at pH values (4.5, 5.0, 5, 5, 7.5),
but it is almost completely abolished in pH 9.0. After treatment with proteolytics
enzymes CfePL remained stable. CfePL migrated with a single band after
electrophoresis to native basic proteins and a polypeptide band of MW 8 kDa after
SDS-PAGE, with or without reducing agent. With was confirmed by gel filtration
chromatography, it carbohydrate portion was estimated at 6.8%. CfePL inhibited the
proliferation of bacteria Gram-positive and Gram-negative and fungi, the most potent
effect (halo, 17mm) were with Escherichia coli and Colletotrichum gloesporioides,
showing a minimum inhibitory concentration (10ug/mL) towards these micro and
Sreptococcus sp.; CfePL (40ug/ml) completely inhibited cell growth of Candida
albicans. At concentration of 25ug/ml and 40ug/ml an inhibition of 30% and 45% after
2 h of incubation of cell respiration of Candida albicans was observed and an inhibition
of 45% and 90% respectively of mitochondria respiration. CfePL action has not
repellent and action has insecticide against N. corniger. CfePL, purified, with low coast,
in quantities of milligrams, has broad spectrum of antimicrobial action and presents

action insecticide.

Keywords: Caesalpinia ferrea lectin, antimicrobial activity, insecticidal activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Lectinas

1.1.1 Generalidades

As proteinas estdo entre os quatro grandes grupos de macromoléculas biol 6gicas
mais abundantes que ocorrem em todas as células, estdo no centro da acdo dos
processos biolégicos e sdo extremamente versateis em suas fungdes. Elas estéo
envolvidas no metabolismo celular, por exemplo, como enzimas, inibidores de enzimas,
horménios, proteinas de transporte, estruturais, de reserva, de defesa, que geram forcas
mecanicas e eletroquimicas.

Dentre as proteinas caracterizadas existe um grupo denominado lectina, que teve
seu primeiro relato, descrito em 1888, quando Stilmark estudando a toxicidade de
Ricinus communis (mamona) observou gue a presenca de uma proteina no extrato da
planta, denominado ricina, aglutinava eritrocitos (Sharon e Lis, 1988); pouco tempo
depois, em 1889 foi observado por Hellin no extrato téxico de Abrus precatorius
(jeriquiti) a presenca de outra proteina, a abrina, que também aglutinava células
sanguineas, porém o estudo destas proteinas s6 comegou a ganhar impeto em 1960
(Sharon e Lis, 1991), abrindo uma vasta érea de aplicacdo para estas proteinas (Gabor et
al., 2001).

Estas proteinas encontradas em plantas foram denominadas primeiramente de
aglutininas, hemaglutininas, fitoaglutininas ou fitohemaglutininas (Sharon e Lis, 1988).
O termo Lectina, (originado do latim, “Lectus’, que significa escolhido, selecionado),
foi introduzido por Boyd e Shapleigh no ano de 1954, devido a capacidade de ligar-se a
carboidratos de uma forma ndo-covalente, aglutinar seletivamente eritrocitos de um
grupo sanguineo especifico (Peumans e Van Damme, 1995).

Em 1980, Goldstein et al. definiram as lectinas como proteinas ou glicoproteinas
de origem ndo imunolOgica, que apresentam dois ou mais sitios de ligacdo a
carboidratos, aglutinam células vegetais e/ou animais e precipitam polissacarideos,
glicoproteinas, glicoconjugados de forma reversivel. Ubiquas na natureza se ligam

reversivelmente a mono e oligossacarideos de glicoconjugados (Peumans e Van
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Damme, 1995), podendo apresentar a existéncia de um sitio adicional de natureza
hidrofébica, 0 qual determina e aciona interagcBes entre as proteinas (Barondes et al.,
1988, Sharon e Lis, 1990).

Avancos na andlise estrutural e molecular das lectinas redefiniram o termo. De
acordo com a nova definicdo, as lectinas de planta sdo todas as proteinas que possuem
no minimo um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente a um mono ou
oligossacarideo especifico, estendendo o conceito para as proteinas que se comportam
de forma completamente diferente com relagdo as suas propriedades de aglutinacdo e/ou
precipitacéo de glicoconjugados (Peumans e Van Damme, 1995;1998).

As lectinas sdo amplamente distribuidas na natureza, podendo ser encontradas
em microorganismos, animais (invertebrados e vertebrados) e em plantas, onde foram
feitas as primeiras investigagdes. Nos microorganismos, os fungos tém sido os mais
estudados, para o isolamento, deteccéo e purificacdo de lectinas (Kawagishi et al., 1990;
Wang et al., 2003; Ngai e Ng, 2004; Goldstein et al., 2007; Liu et al., 2008). Mas as
bactérias e cianobactérias também sdo avaliadas, mas com menos fregiéncia (Syed et
al.,1999; Y amaguchi et al., 1999).

Nos animais invertebrados elas sdo freqlentemente encontradas na hemolinfa,
mas podem estar no plasma, soro e fluido celdbmico. Como por exemplo, em
protozoarios (Babal e Russel, 1999), insetos (Chen et al., 1999; Ourth et al., 2005),
moluscos (Banerjee et al., 2004;Takahashi et al., 2008), crustéceos (Alpuche et
al.,2005; Yang et al., 2007; Sun et al., 2008), anémona (Fenton-Navarro et al., 2003),
esponjas (Mouraet al., 2006) e entre outros.

Em animais vertebrados, elas tém sido isoladas de peixes (Murayama et al.,
1997; Bazil e Entlicher, 1999), bovinos (Y e e Ng, 2000), de anfibios (Leverivray et al.,
1985) e outros organismos. No ser humano, elas estéo presentes em diferentes tecidos e
células (Kuipers et al., 2003; Bouwman et al., 2006; Wallis et al., 2007), no pulméo
(Dumphy et al., 2002; Sorensen et al., 2007), em placenta (Solleux e Colleman, 2003),
em células dendriticas (Kanazawa et al., 2004; Kanazawa et al., 2007) entre outras.

As plantas constituem ricas fontes de lectinas e sua distribuicdo ocorre em
raizes, folhas, flores, frutos, sementes, rizomas, tubérculos, bulbos, vagens, entrecascas,
cerne, servindo como materias de andlise no isolamento dessas moléculas (Ratanapo et
al., 2001; Saet al., 2008a).
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Estas proteinas ou glicoproteinas tém sido detectadas, purificadas e isoladas
principamente de semente de leguminosas, devido a sua abundancia, uma vez que
lectinas constituem aproximadamente 10% do total de proteinas solUveis em sementes,
como Unicas ou multiplas formas moleculares (Sharon e Lis, 1990; Paiva e Coelho,
1992; Konozy et al., 2003).

Muitas lectinas s&o freqientemente detectadas e isoladas de sementes (Correia e
Coelho, 1995; Moreira et al.,1998; Macucka et al., 1999; Freire et al., 2002; Singha et
al., 2007; Susseeland et al., 2007; Oliveira et al., 2008) por ser um tecido geralmente
mais rico em lectina.

Outros tecidos também estdo sendo utilizados para deteccdo, isolamento e
purificacBo destas moléculas, embora com menos freqiéncia. Como por exemplo,
cascas de arvores (Wititsuwannakul et al., 1998), folhas (Coelho e Silva, 2000; Macedo
et al., 2007; Rameshavaran e Nadimpalli, 2008), frutos (Peumans et al., 1998; Oliveira
et al., 2003; Wang e Ng, 2006), entrecasca (Rojo et al., 2003, Ina et al., 2005;
Nascimento et al., 2008), em raizes (Naeem et al., 2001; Wang e Ng, 2006), bulbos
(Bertrand et al., 1998; Parisi et al., 2008), tubérculos (Kaur et al., 2006), rizomas
(Citores et al., 1997; Chu e Ng, 2006), coledptilos (Martinez e Cordoba, 2000),
cotilédones (Nomura et al., 1998; Oliveiraet al., 2002), cerne (Sa et al., 20084a) e outros
tecidos e 6rgaos.

As lectinas apresentam uma grande diversidade estrutural e 0 aspecto comum
entre estas moléculas € a presenca de pelo menos um sitio especifico de ligagéo a
carboidrato, em cada cadeia polipeptidica.

Cada lectina liga-se a um carboidrato especifico ou grupo de carboidratos em
oligossacarideos ou glicoproteinas, através de seus sitios de ligacdo que tendem a se
localizar na superficie da molécula protéica, e a seletividade da ligagdo € obtida através
de pontes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas, interacbes de van der Walls e
coordenagdo metdica, entre o carboidrato e a proteina (Sharon e Lis, 2002). Pequenas
alteracdes na estrutura da molécula protéica podem levar a modificacGes na orientacéo
do carboidrato ligado a €l a, portanto, altera a especificidade dalectina (Ng et al., 1996).

Pelo fato da lectina aglutinar eritrocitos, a sua presenca € observada através de
ensaios de aglutinagdo, nos quais uma diluicdo seriada da lectina é efetuada, antes da

incubagdo com o eritrocito. O ensaio de hemaglutinagcdo € comumente o mais utilizado
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por promover uma fécil visualizacdo desta propriedade da lectina de aglutinar células
eritrocitarias.

Os eritrocitos utilizados no ensaio podem ser de origem humana ou de outros
animais, tratados enzimaticamente (Banerjee et al., 2004; Jung et al., 2007) ou
guimicamente (Coelho e Silva, 2000; Gaidamasvili et al., 2002), aumentando a
sensibilidade das células a lecting, e ndo tratados (Wititsuwannakul et al., 1998; Mo et
al., 2000).

As lectinas podem apresentar distintos valores de atividade hemaglutinante com
eritrocitos de diferentes animais e podem ser especificas para determinado tipo
sanguineo, como a lectina de Salvia bogotensis, que sO aglutina eritrécitos humanos Tn
(Vega e Pérez, 2006), a lectina BAA-A de Bunodeopsis antilliensis (Fenton-Navarro et
al., 2003) e a de Tachypleus tridentatusi (Nagai, 1999), especificas para eritrocito tipo
A, e as lectinas de Charybdis japonica (Umetsu,1991), a do cogumelo Marasmius
oreades (Winter et al., 2002) e a aglutinina-B (BAA-B) de Bunodeopsis antilliensis,
(Fenton-Navarro, et al., 2003), especificas para eritrocitos tipo B. Diferentemente uma
lectina fungica da espécie Cordxceps militaris, denominada CML, aglutina eritrocitos
de ratos e camundongos, mas ndo aglutina eritrécitos do grupo ABO (Jung et al., 2007).
Outras lectinas, no entanto, sdo caracterizadas como ndo especificas para grupos
sanguineos (Sampietro et al., 2001; Banerjee et al., 2004; Liu et al., 2008).

Outraforma de avaliar a presenca de lectinas na amostra € através de ensaios de
precipitacdes de polissacarideos ou glicoproteinas (Y amaguchi et al., 1998; Goldstein et
al., 2007). Somente a aglutinagdo de eritrécitos ndo é suficiente para comprovar a
presenca de lectina, pois alguns agentes, como taninos, lipideos ou cations divalentes
em altas concentracOes podem aglutinar eritrocitos (Rudger, 1998). Faz-se necessario
realizar ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante (AH) com carboidratos para
comprovar a presenca da lectina (Correia e Coelho, 1995; Sharon elis, 2001).

A especificidade da lectina é definida em fungcdo do monossacarideo que, em
menor concentracao, possua a maior habilidade parainibir sua atividade hemaglutinante
ou precipitagdo de glicoconjugados, entretanto algumas lectinas ndo possuem um
monossacarideo inibidor e sdo inibidas por oligossacarideos (Walti et al., 2008),
glicoproteinas e/ou polissacarideos (Thakur et al.,2007). As lectinas sdo agrupadas de

acordo com aligag&o ao carboidrato e os grupos de especificidades sdo: glicose/manose;
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galactose; gal actose/N-acetilgalactosamina, fucose, N-acetilglicosaminag, acido sidlico e
grupos glicanos complexos (Peumans e Van Damme, 1998; Audette et al., 2000).

Muitas lectinas necessitam de ions metédlicos como Ca'™, Mg™", Mn*™" e outros
que estdo presentes no sitio de ligacdo e/ou adjacentes a ele, para poder exercer suas
atividades biolégicas. Os aminoacidos que coordenam o ion metdlico incluem
asparagina e &cido aspartico. A presenca destes ions € considerada como um
coadjuvante auxiliar na manutencdo da estrutura terciaria da lectina em uma
conformagdo favoravel paraaligagéo do carboidrato, mas ndo interage diretamente com
o carboidrato (Audette et al., 2000; Sharon e Lis, 2001).

Com base na estrutura geral das proteinas as lectinas de plantas tém sido
subdivididas em: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Peumans
e Van Damme, 1998). Merolectinas sdo pequenas e simples, devido a sua natureza
monovalente, sdo incapazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados, um
exemplo € alectina Heveina que se liga a quiting, obtida do |atex de Hevea brasiliensis.
Hololectinas apresentam dois ou mais sitios de ligacéo para carboidratos, idénticos ou
muito homdlogos; devido a sua natureza di ou multivalente aglutinam células e/ou
precipitam glicoconjugados. A maioria das lectinas de planta pertence a este grupo.
Conforme Van Damme et al. (1998), a concanavalina A (Con A) é um exemplo de
hololectina. Quimerolectinas sdo proteinas que possuem um ou mais sitios de ligagdo a
carboidratos e outro adicional com atividade enzimatica (ou outra atividade biol6gica)
gue funciona independentemente daguele de ligagcdo a carboidratos. Dependendo do
nimero de sitios de ligacdo a carboidratos as quimerolectinas podem agir como
merolectinas ou hololectinas. A ricina de Ricinus communis L. e a lectina de Viscum
album L. exemplificam este grupo de lectinas (Olsnes e Kozlov, 2001). Superlectinas
sd0 proteinas que apresentam exclusivamente pelo menos dois sitios de ligacdo a
carboidratos diferente e podem ser consideradas como um grupo especia de
hololectinas. Um exemplo é a lectina do bulbo de tulipa TXLCI, a qual possui dois
sitios de ligagdo a carboidratos, sendo um para manose e outro para N-
acetilgalactosamina.

As lectinas também tém sido classificadas dentro de sete grupos relacionados
entre sl do ponto de vista estrutural e especificidade a carboidratos (Van Damme et al.,
1998), sdo elas: as lectinas quitina-ligantes contendo dominio de heveina, lectinas do

floema de curcubitéceas, lectinas de leguminosas (Garcia-Pino et al., 2006), proteinas
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inativadoras de ribossomo tipo 2 (Pelosi et al., 2005; Stirpe et al., 2007), lectinas de
monocotiledbneas ligantes de manose, lectina relacionada ajacalina (Barre et al., 2004)
e a familia das amarantéceas. As trés Ultimas apresentam caracteristicas estruturais
semelhantes como exclusivamente 3 estrutura (Wright, 1997). As lectinas de
leguminosas sd0 as mais estudadas e caracterizadas, elas apresentam homologia na
sequiéncia de aminoacidos e na conformacao tridimensional.

Os pépeis fisiologicos das lectinas de plantas ndo estdo ainda bem definidos.
Com base na localizagdo em diferentes tecidos e nas suas propriedades gerais, muitas
funcBes tém sido sugeridas, dentre elas, as lectinas podem atuar como proteinas de
reserva de nitrogénio, como fatores de reconhecimento especifico, como proteinas
envolvidas no mecanismo de defesa contra virus, insetos, microrganismos, nematoides e
animais herbivoros predadores interagindo com glicogonjugados presentes nesses
organismos e interferindo no crescimento, desenvolvimento e fisiologia dos mesmos
(Peumans e Van Damme, 1995; Mackukar et al., 1999; Freire et al., 2002; Sa et al.,
2008a). Outras fungbes, como, fenbmenos relativos a defesa e/ou regulacdo e
sinalizacdo celular (Jiang et al., 2006), moléculas participantes na organizacéo celular,
na fagocitose, na protegdo celular, no mecanismo de crescimento da parede celular, na
mitose induzida, no transporte de carboidratos e fixacdo destes nos tecidos vegetais
(Peumans e Van Damme, 1995; Ridiger, 1998).

1.1.2 Purificacéo

Por causa da amplitude de propriedades e aplicagdes em diversas areas da
medicina clinica, bem como, em pesquisa quimica e bioldgica, lectinas tém sido
purificadas por métodos convencionais cromatografias ou por eletroforese que se
baseiam nos aspectos gerais das proteinas que sdo carga elétrica, tamanho e
solubilidade, propriedades exibidas pelas mesmas, que variam de uma proteina para
outra.

A primeira etapa para a purificac8o de lectinas de planta € a extragdo em solugdo
salina, como no caso do isolamento das sementes de Talisia esculenta (Freire et al.,
2002), das de Cratylia mollis (Paiva e Coelho 1992; Correia e Coelho, 1995) ou usando
tampBes como na obtencdo das lectinas de cotilédones de Luetzelburgia auriculata
(Oliveira et al., 2002), das sementes de Cratylia floribunda (Sol et al., 2007) e da
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entrecasca de Crataeva tapia (Nascimento et al., 2008). A solucdo € misturada ao
triturado do vegetal de forma a constituir um extrato bruto com concentracdo
determinada, em periodo de tempo e condigdes de temperatura definidos, sob agitagdo
constante. Fazendo com que aumente a solubilidade das proteinas do triturado, o
extraido é posteriormente filtrado e o sobrenadante é centrifugado para a obtencdo de
um extrato bruto.

Apls a extragdo segue-se a purificagdo parcial, utilizando o fracionamento
salino; baseado na separacdo de moléculas de acordo com suas diferencas de
solubilidade. A precipitagéo utilizando sais neutros € possivel, pois estes, em fungdo de
sua forca idnica, afetam a solubilidade das proteinas, em concentractes reduzidas, €les
aumentam a solubilidade das proteinas (“Salting in”), mas quando a forga idnica é
aumentada, mais sais sdo adicionados ocorre uma reducéo da solubilidade das proteinas
e estas podem ser precipitadas (“ Salting out”). Desta forma, diferentes fracionamentos
podem ser procedidos para a purificagdo parcia de vérias lectinas num extrato, ja que
proteinas diferentes apresentam reactes diferentes em resposta a concentraces de sais.
O sa mais utilizado é o sulfato de ambnio devido sua ata solubilidade permitir a
precipitacdo protéica em solucbes com elevada forga iGnica e por ndo desnaturar as
proteinas (Heu et al., 1995).

Em seguida, as lectinas sdo geralmente submetidas a um processo de didlise
exaustivo (Plumer, 1978) em membranas seletivas, método baseado na separacéo de
moléculas por diferencas de peso molecular, as proteinas ficam retidas, enquanto que
moléculas menores, como carboidratos ou sais, presentes na amostra passam para a
solug&o solvente no exterior da membrana.

Apoés a extragdo e purificagdo parcial, diversos métodos cromatogréficos séo
usados para a purificagcdo das lectinas, entre eles, a cromatografia de troca idnica (Yan
et al.,, 2005), a cromatografia de exclusio molecular (Candy et al., 2003), a
cromatografia de afinidade (Naeem et al., 2001) ou em membrana (Sorci et al., 2006).
Alguns protocol os de purificagdo utilizam um ou mais métodos cromatograficos.

A cromatografia que € um método fisico-quimico de separacdo dos componentes
de uma mistura, realizada através da distribuicdo destes entre duas fases, que estdo
intimamente ligadas. Uma fase é a estacionéria e a outra € a mével. Durante a passagem

da fase mével pela estacionaria, 0s componentes da mistura sdo distribuidos entre as
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duas fases, de tal forma que cada um dos componentes € seletivamente retido pela fase
estaciondria, resultando em migraces diferentes dos componentes.

A cromatografia de troca i6nica basela-se na ligagdo da proteina com os grupos
de sinais contrérios imobilizados na matriz. A coluna é lavada com solugdo tampéo e as
proteinas com nenhuma ou pouca interacdo com o trocador de ions sdo excluidas. As
proteinas adsorvidas na matriz podem ser eluidas pelo aumento da forca idnica ou
alteracdo do pH do meio (Datta et al., 2001). Esse método permite também separacéo de
isoformas de preparacfes lectinicas, pela utilizacdo de um gradiente salino crescente
(Mishraet al., 2004).

Uma das matrizes mais utilizadas neste tipo de cromatografia € a celulose. Como
exemplo tem-se a carboximetil (CM) celulose, um trocador catibnico carregado
negativamente e a dietilaminoetil (DEAE) celulose, um trocador anidnico, carregado
positivamente (Li et al., 2008).

A cromatografia de exclusdo molecular ou filtragdo em gel ou peneira molecular
€ um método simples e baseia-se na separacdo de biomoléculas de acordo com seu
tamanho. A mistura protéica passa através de uma coluna contendo esferas de gel cujos
poros, possuem intervalos de tamanhos relativamente estreitos. As moléculas maiores
gue ndo penetram nos poros do gel sdo eluidas primeiro, enquanto que as moléculas de
tamanho menores capazes de penetrar no gel vao passando lentamente, de modo que a
separacdo € de ordem decrescente de massa molar (Heu et al., 1995). Este tipo de
cromatografia € usado tanto para obter preparacbes homogéneas (Bezerra et al., 2001),
como para definir a massa molar da proteina nativa (Kawagishi et al., 2001). Estas
cromatografias podem ser usadas em técnicas de ata resolucdo para purificacdo de
lectinas em sistemas como cromatografia liquida de rapida resolucéo (FPLC, do inglés,
Fast Protein Liquid Chromatography) utilizando cromatografia de troca de iénica sobre
coluna de Mono Q ou Mono S (Mo et al., 1993, Chung et al., 2001), bem como,
exclusdo molecular (Jimbo et al., 2000) ainda, cromatografia liquida de ata resolugdo
(ata pressio) (HPLC, do inglés, High-performace (High-pressure) liquid
Chromatography).

A cromatografia de afinidade € a mais utilizada, baseia-se no isolamento seletivo
de macromoléculas bioldgicas, utilizando a capacidade das proteinas em se ligarem
especificamente a outras moléculas, como as lectinas, que se ligam especificamente a

carboidratos, através de ligagdes ndo covalentes. Estes ligantes sdo covaentemente
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imobilizados a matriz, promovendo uma fase estacionéria seletiva. A amostra é aplicada
a matriz, as moléculas sem afinidade passam sem se ligar, enquanto que as moléculas
especificas para 0 mesmo so retidas. A proteina desgjada € obtida com alto grau de
pureza (Y e e Ng, 2002); alterando-se as condic¢bes de pH (Sa et al., 2008), forcaibnica
(Freire et al., 2002) ou pela eluicdo com uma solugdo contendo um competidor
(Oliveiraet al., 2002).

Vé&ios suportes podem ser utilizados na cromatografia de afinidade, como a
matriz de celulose, gel de guar, agarose, a quitina, a sepharose, o sephadex. Estas
matrizes tém sido muito utilizadas para a purificagdo de lectinas, tais como, sephadex,
polimero de glicose (Correia e coelho, 1995) para lectinas com afinidade para glicose e
manose; a quitina (Freire et al., 2002) para lectinas com afinidade para N-
acetilglicosaming, o gel de guar (Cavada et al., 1998; Coelho e Silva , 2000) e a
sepharose (Candy et al., 2003) ambas para lectinas com afinidade para galactose, bem
como sepharose ou agarose contendo carboidratos ou glicoproteinas imobilizadas
(Gerlach et al., 2002).

1.1.3. Caracterizagéo

Outras propriedades fisico-quimicas sdo avaliadas para a caracterizacdo de
lectinas puras, 0 ensaio de hemaglutinacdo, utilizado para a deteccdo é Util para
caracterizé-las quanto a especificidade dentro do sistema ABO ou entre eritrécitos de
animais. Testes de atividade hemaglutinante e inibicao, fazendo uso de monossacarideos
simples ou complexos, glicoproteinas, glicoconjugados e polissacarideos sdo freqlentes
na caracterizacao de lectinas, desde que a especificidade € um critério para classificar as
lectinas de planta em grupos de especificidade. Estainteragéo das lectinas contribui para
a escolha da matriz de afinidade ideal para a purificagdo das mesmas.

A determinagdo da dependéncia de ions ou ndo € muito importante, pois existe
lectinas que necessitam destes para exercer sua atividade biolgica (Sharon e Lis, 1990).
A lectina Erythrina speciosa, por exemplo, € uma metaloproteina que contém Ca™* e
Mn*™*, quando tratada com EDTA sua AH é totamente abolida sendo a mesma
restaurada apos a adicdo de Ca”™ e Mn"" (Konozy et al., 2003). A presenca de cétions na
estrutura da proteina promove uma termoestabilidade e uma relativa resisténcia a agdo

enzimética.
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A avaliacdo da AH de lectinas em diferentes temperaturas, para a determinacéo
da estabilidade é outra etapa na caracterizagdo. Algumas lectinas sdo termossensivels,
outras termoestaveis, isso significa que tais proteinas tém sua atividade otimizada em
determinadas temperaturas e ausente em temperaturas desfavoraveis a manutencdo da
estrutura nativa. Algumas lectinas permanecem ativas até 55 — 65 °C e a partir de entéo,
com a elevagdo da temperatura, a AH decai até ser abolida, como a lectina de
Luetzelburgia auriculata (Oliveira et al., 2002), outras continuam ativas até 100 °C,
como no caso da lectina de cogumelo Ganoderma capense que se manteve ativa apds
exposicao a 100 °C durante 150 min (Ngai e Ng, 2004).

Outra avaliagdo importante é a estabilidade em diferentes valores de pH, pois
estas proteinas devem ser mantidas em solucéo que apresentem condicOes ideais a sua
manutencdo nativa e conseqlente utilizacdo nos experimentos a que podem ser
submetidas; pois elas podem sofrer desnaturacdo em pH desfavoravel. O pH tem efeito
variado sobre as lectinas, em aguns casos ndo afeta a atividade (Wititsuwannakul et
al.,1998) em outros a lectina perde a atividade em determinada faixa de pH, como o
caso dalectinade E. speciosa (Konozy et al., 2003) e outras ficam ativas em valores de
pH que variam de 4 — 11, como o dalectina de Ganoder ma capense (Ngai e Ng, 2004).

A AH da lectinas também pode ser avaliada em relagdo a acdo de enzimas
proteoliticas, pois estas podem alterar a AH ou ndo. A lectinade H. brasiliensis quando
tratada com enzima proteolitica chegou a0 minimo de sua AH (Wititsuwannakul et al.,
1998).

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) pode ser realizada usando um
gel contendo dodecilsulfato de sédio (SDS) ou [3-mercaptoetanol, que sob condigcdes
redutoras revela o grau de pureza, a composicdo e a massa molecular de subunidades
(Reynoso-Camacho et al., 2003). A PAGE em condi¢des nativas pode ser utilizada para
caracterizar a proteina em relacdo a carga liquida. Proteinas écidas (Coelho e Silva,
2000) e proteinas basicas (Correia e Coelho, 1995), foram reveladas. Os géis podem ser
corados com azul de coomasie ou negro de amido que detectam bandas polipeptidicas,
ou com coloragdes especificas para glicoproteinas, como a coloracéo de Schiff (Coelho
e Silva, 2000). Outro importante método eletroforético € a eletrofocalizagdo ou
focalizagdo isoel étrica, que determina o ponto isoel étrico da proteina de interesse.

A técnica de HPLC-RP (cromatografia liquida de alta resolucéo em fase reversa)

congtitui um meio Util de obter lectinas mais puras que ja tenham sido purificadas, de
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estimar massas moleculares, caracterizar e fracionar proteinas e peptideos muito
semelhantes. FPLC tem sido amplamente utilizada como uma etapa final de purificacédo
mais refinada de lectinas, apés a utilizagdo de outros métodos cromatograficos (Wong e
Ng, 2003) e como um método de caracterizacdo de massa molecular destas proteinas.
FPLC e HPLC-RP tém sido utilizadas para estabelecer a homogeneidade das lectinas
puras, para separar estruturas de subunidades, assim como determinar se
mol éculas s&o0 monoméricas ou ndo (Wang et al., 2001).

Muitos outros métodos e ensaios, tais como a imunodifusdo, a difusdo dupla, a
eletroforese bidimensional, andlise de amino&cidos, sequenciamento de aminoéacidos,
estudos de fluorescéncia, dicroismo circular e cristalizacdo também sdo metodologias

importantes para a caracterizacéo das lectinas.

1.1. 4. Propriedades Biologicas

As lectinas, por apresentarem propriedades caracteristicas, principalmente a de
se ligar a glicoconjugados, mostram ser importantes ferramentas para a investigacéo em
diversas areas da ciéncia, em especial, processos médicos, quimicos e hioldgicos. A
distribuicdo de um grande nimero de lectinas com diferentes especificidades tem levado
a sua utilizagdo como reagentes para explorar carboidratos, sendo este, o ponto mais
importante no avanco de numerosas areas da biologia celular.

Estas proteinas desempenham os mais variados efeitos sobre células, dentre eles,
aglutinacdo, estimulacdo mitogénica, redistribuicdo de componentes de superficie
celular, modificagdo da atividade de enzimas, inibicdo do crescimento bacteriano e
fungico, toxicidade, efeito imunossupressor, entre outros.

Elas podem ser aplicadas e utilizadas como importante ferramenta em diversos
processos, como, estudos histoquimicos e celulares (Vega e Pérez, 2006), como
moléculas bioadesivas na entrega de drogas (Gabor et al., 2001; Bies et al., 2004),
fracionamento de células (Ohba et al., 2002), no estudo de glicoconjugados e
oligossacarideos (Banerjee et al., 2004), nainducdo de apoptose em tumores de células
humanas (Karasaki et al., 2001), inibicdo da proliferacdo de fibroblastos oculares e
contracdo de coldgeno (Batterbury et al., 2002).

Varias |lectinas sdo tdxicas para células de mamiferosin vivo e in vitro; inibem o

crescimento quando incorporadas na dieta e sdo toxicas quando injetadas em animais.
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Por outro lado, atividade citotoxica de lectinas tem indicado uso como uma alternativa
no tratamento do cancer. A lectina de Phaseolus acutifolius foi testada in vivo em
camundongos e mostrou baixa toxicidade, podendo ser utilizada em estudos
carcinogénicos (Reynoso-Camacho et al., 2003), outra lectina a de Musa basjoo tem
propriedades de estimular macréfagos e inibir a proliferacéo de células leucémicas
(Wong e Ng, 2006), interacéo com células Du-145 do cancer de préstata (Gabor et al.,
2001).

Muitas lectinas apresentam atividade mitogénica sobre diferentes células como,
células de leucemia (L1210 e M1) e de hepatoma (Hep G2) (Ngai e Ng, 2004),
linfécitos T humanos (Banerjee et al., 2004; Maciel et al., 2004), sobre esplendcitos
(Nga e Ng, 2004; Wang e Ng, 2006; Li et al., 2008). Também apresentam atividade
antitumoral, como no sarcoma 180 (Andrade et al., 2004; Li et al., 2008), e sobre
linhagens de células tumorais humanas (Liu et al., 2008).

Apresentam também acdo contra células bacterianas, como, aglutinagdo de
células bacterianas (Gaidamashivili e Van Staden, 2002; Tasumi et al., 2004; Takashaki
et al., 2008) e contra fungos (Freire et al.,2002; Trindade et al., 2006), contra
protozoarios (Moura et al., 2006) e nematodas (Ripoll et al., 2003). A afinidade das
lectinas por glicoproteinas de superficie celular tem sido usada para a caracterizagéo
epidemiolégica da Neisseria gonorrhoeae e diferenciacdo de outras Neisseria (Wu et
al., 2001). Alguns trabalhos mostraram que determinadas bactérias produzem lectinas
especificas para certos carboidratos, e fazem uso das mesmas para se aderir ao tecido
hospedeiro como primeira etapa em um processo infeccioso. Ao submeter 0 organismo
infectado com a bactéria a injecdes de carboidratos, a colonizacéo € reduzida devido a
diminuicéo de sua adesdo ao tecido, sendo o bloqueio aos locais de ataque das bactérias
um caso claro de teragpia antiadesiva contra doencas microbianas. Esta forma de
aplicacdo das lectinas € avo de intensas pesquisas pela industria farmacéutica como
meétodo contrainfecgdes (Sharon e Lis, 1993, Rudiger et al., 2000).

Ainda, as lectinas apresentam outras atividades bioldgicas, além de seus efeitos
sobre células, elas podem atuar como moléculas inseticidas contra varias espécies
(Dutta et al., 2005; Leite et al., 2005; S4 et al., 20083), e seus genes podem ser
utilizados na producéo de transgénicos de plantas de interesse econdmico (Ramesh et
al., 2004; McCafferty et al., 2008); atividade antiviral contra virus herpes tipo 1 e do

virus influenza das folhas de Pandanus amarillifolius (Ooi et al., 2004); inibicdo da
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transcriptase reversa do HIV-1 (Wang e Ng, 2006; Li et al., 2008) e atividade
hipoglicemiante (Kavalali et al., 2003) e aindaimobiliz&las em suportes inerte e us&-las
como matrizes de afinidade para fins bastante variados (Lima et al., 1997; Ohba et al.,
2002; Bakalova e Ohba, 2003).

1. 2. Leguminosas

A familia das leguminosas é uma das maiores familias botanicas e de ampla
distribuicdo geogréfica Uma caracteristica tipica dessa familia € apresentar o fruto do
tipo legume, também conhecido como vagem (ha excecbes). E subdividida em 3
subfamilias muito distintas: Faboideae (ou Papilionoideae), Caesalpinioideae (ou
Caesalpiniaceae) e Mimosoideae (ou Mimosaceae). A variagdo no nome se deve a
coexisténcia atual de mais de um sistema de classificagdo. Quase todas as espécies da
familia apresentam simbiose de suas raizes com bactérias do género Rhizobium e
semelhantes, gque fixam o nitrogénio da atmosfera, uma caracteristica ecolégica de
extrema importancia. Também sdo de grande importancia econémica pela producéo de
alimentos como o amedoim, a lentilha, o feijdo, o gréo de bico, a fava e a soja. Além
das propriedades nutricionais e medicinais, elas séo bastante utilizadas na producéo de
madeira nobres ou de valor comercia. As lectinas de legumes representam a maior e
mais estudada familia de proteinas desta classe, alguns dos 100 membros bem
caracterizados, foram quase todos obtidos de sementes de plantas (Konozy et al.,
2003). Alguns exemplos bem conhecidos destas lectinas séo a concanavalina A ( Con
A) obtida da Canavalia ensiformis (feijdo de porco) e Cramoll 1, 2, 3 e 4 obtidas de
Cratylia mollis (feljdo camaratu) (Paiva e Coelho, 1992; Correia e Coelho, 1995). As
lectinas de legumes sdo extremamente Uteis como modelo para o entendimento da base
molecular de interagdes proteina-carboidrato porque elas sGo mais faceis de serem
purificadas e exibem uma grande variedade de especificidade para carboidratos. Uma
importante razdo pelo interesse nestas lectinas € sua similaridade com as lectinas de

outras fontes, como as de animais e microrganismos (Sharon e Lis, 2001).
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1.2. 1. Caesalpiniaferrea Mart.

Caesalpinia ferrea Mart. ex. Tul. var. ferrea € uma arvore que pertence a familia
Leguminosae-Caesapinioideae (Caesalpiniaceae) e que cresce em todo o Brasil
(Bragancga, 1996; Lorenzi, 2002), sendo largamente distribuida nas regibes Norte e
Nordeste, principalmente em Pernambuco e no Ceard (Alzugaray, 1984). Em
Pernambuco acha-se predominantemente nas areas pobres da Regido do Sdo Francisco e
nos municipios de Floresta e de Buique. E conhecida vulgarmente como pau-ferro ou
juca.

Possui flores amarelas pequenas e em cachos; frutos de cor marrom escura, do
tipo legume (vagem), com sementes escuras, folhas compostas; altura de 10-15 m, com
tronco curto de 40-60 cm de didmetro, que fornece madeira para construcéo civil e
lenha. A &vore € bastante ornamental (Figura 1), podendo ser empregada na
arborizac8o de ruas e avenidas e aproveitada para plantios em &reas degradadas (Pio
Corréa, 1984; Lorenzi, 2002). Além disso, o pau-ferro € considerado uma forrageira
importante no Nordeste, tanto pela sua adaptacdo natural a regido, como também por
fornecer forragem durante a seca (Nascimento et al., 2002).

Algumas das propriedades terapéuticas de C. ferrea tém sido descritas, e
incluem tratamento de ferimentos e contusdes, alivio de tosse crénica e asma (Braga,
1976; Hashimoto, 1996). Além disso, algumas pesguisas mostram que 0 juca possui
acao antifungica (Lima et al., 1994), antiulcerogénica (Bacchi e Sertie, 1994; Bacchi et
al., 1995) e antiinflamatéria; bem como propriedades analgésicas (Carvalho et al., 1996;
Thomas et al., 1988). Os frutos tém sido usados também no tratamento de diabetes
(Balbach, 1972) e na prevencdo do cancer (Nakamura et al., 2002a). Os constituintes
extraidos dos extratos alcodlicos ja foram avaliados in vivo quanto a0 seu efeito
antitumoral em processos carcinogénicos de pele, no segundo estégio (Nakamura et al.,
2002h).

As raizes do pau-ferro sdo utilizadas como antipiréticas e antidiarréicas, e a
decoccdo da madeira € anticatarral e cicatrizante (Penna, 1964; Pio Corréa, 1984,
Lewis, 1987). A casca do caule € usada como descongestionante, no tratamento da
enterocolite, diarréia (Babach, 1972), para o tratamento de diabetes e contra
reumatismo (Braganga, 1996; Gomes, 2003), mostrando ainda possiveis beneficios no

sistema cardiovascular dos usuérios (Menezes et al., 2007). Um estudo fitoquimico
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preliminar do extrato hidroalcodlico da casca do caule e das folhas demonstrou a
presenca de flavondides, saponinas, taninos, cumarinas, esterdides e compostos
fendlicos (Gonzalez et al., 2004).

O extrato aguoso de C. ferrea mostrou-se, ainda, eficaz no estimulo da
mielopoiese frente a listeriose e tumor ascitico de Ehrlich em ratos, promovendo certa
protecdo contra dose letal de Listeria monocytogenes e aumentando a sobrevivéncia dos

animais, respectivamente (Queiroz et al., 2001).

Figura 1 —Arvore (A), flor (B) efruto (C) de C. ferrea Mart. ex Tul. var. ferrea.
Fonte: Lorenzi (2002).

A utilizagdo e a comercializagdo de extratos aquosos e acodlicos, farinha de
diversos tecidos e da vagem de C. ferrea para aplicagdes na medicina popul ar despertao

interesse desta planta para estudos biotecnol 6gicos.

1. 3. Asdefesas das plantas

As plantas desenvolveram mecanismos de defesa contra microrganismos,
insetos, herbivoros ou em respostas a estresse abi6tico. Dessa maneira, elas dominam as
paisagens do planeta, apesar dos herbivoros e patdgenos conseguirem destrui-las em
grande escala (Richlefs, 2003).

Elas utilizam vérias formas de defesa dentre as quais temos as adaptactes
morfolégicas (espinhos, aclleos e caules rigidos) e a defesa quimica que incluem
metabdlitos primérios, como, proteinas de defesa e secundérios, em geral moléculas de

baixo peso molecular como, alcaldides, terpendides, saponinas, iridoides, polifenois e
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taninos. Esses compostos agem de diferentes maneiras, apresentando efeitos repelentes,
deterrentes (afastador) alimentar, deterrente de ovoposicéo, inibidor de crescimento e
toxico.

Entre as proteinas que podem estar envolvidas no mecanismo de defesa das
plantas, estdo as lectinas, as proteinas inativadoras de ribossomo (RIPs), inibidores de
protease, inibidores de a-amilase, arcelinas, quitinases canatoxina, ureases e formas
modificadas de proteinas de estocagem (Carlini e Grossi-de-Sa, 2002; Macedo et al.,
2003; Fithers et al., 2004; Follmer, 2008).

1. 4 Microrganismos

1.4.1 Bactérias

Como as bactérias sdo organismos unicelulares, o termo crescimento refere-se ao
aumento do nimero de individuos presentes na populacdo. O crescimento bacteriano
depende das condi¢cdes quimicas, fisicas e dos nutrientes adequados. Isto ocorre por
divisdo binéria que é precedida do aumento da massa celular, pela sintese de proteinas,
polissacarideos, lipideos e acidos nucléicos que estdo presentes na célula. Sua
classificacdo é feita de acordo com a constituicdo da parede celular em dois grupos
Gram-positivos e Gram-negativos. Substancias quimicas interessantes sdo encontradas
na parede das bactérias como o acido diaminopimilio (DPA), o &ido muramico e o
acido teicdico. Outros constituintes principais sdo aminoécidos, aclcares aminados,
carboidratos, lipideos e peptoglicanos (constituidos de N-acetilglicosamina e &cido N-
acetilmuramico). As bactérias Gram-positivas apresentam em sua parede celular,
polissacarideos, é&cidos teicbico e peptoglicanos, enquanto as Gram-negativas
apresentam na sua parede celular, peptoglicanos, lipideos, proteinas e
lipopolissacarideos (Trabulsi, 1991).

Dentre as bactérias Gram-positivas podem-se destacar: Staphylococcus aureus,
de forma esférica, coagulase positivo, geralmente com distribuicdo em cachos
irregulares semelhantes a cachos de uvas. E um patdgeno responsavel por muitas
infeccbes graves nos seres humanos. Pode provocar endocardite, osteomielite
hematogénica aguda, meningite ou infeccdo pulmonar, entre outras. Desenvolve
rapidamente resisténcia a muitos agentes antimicrobianos e representa problemas
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terapéuticos dificels, Sreptococcus, também esférica, tipicamente forma par ou cadeias
durante o seu crescimento. Apresenta-se amplamente distribuido na natureza. Pode estar
presente na flora humana normal, como também estar associado a importantes doengas
humanas que pode ser atribuida em parte a infecgdo por estreptococos e/ ou em parte a
sensibilidade ao mesmo, por produzir vérias substancias extracel ulares e enzimas.

Como bactérias Gram-negativas destacam-se: Escherichia coli, apresenta-se na
forma de bastonete, aém de formar colénias lisas, convexas, circulares e com bordas
bem definidas. Faz parte da flora normal e acidentalmente causa doengas. Podendo
causar infeccdo do trato urinério, diarréia, menigite e septicemia; Klebsiella, também
em forma de bastonete, forma col6nias grandes e mucéides, e tendem a coalescer com a
incubagdo prolongada. Encontrada no trato respiratério e nas fezes, é responsavel por
uma pequena fracdo de pneumonias bacterianas, provocando extensa consolidacéo
necrozante hemorragica nos pulmdes. Pode causar infeccdo no trato urinario e
bacteremia, adém de ser responsavel por infeccbes hospitalares; Pseudomonas
aeruginosa € um bacilo aerébico movel, amplamente distribuido na natureza, sendo
comum seu achado em ambientes Umidos de hospitais. Consegue colonizar seres
humanos normais, nos quais € um saproéfita sendo encontrada em pequenos grupos na
flora intestinal normal e na pele de humanos. E capaz de provocar doenca em seres
humanos cujas defesas estegjam ateradas, por produzir a endotoxina A que causa
necrose, quando purificada e injetada é letal para animais. Provoca, ainda, vérias

infecgOes sendo resistente a muitos antimicrobianos (Jawetz, 1991).

1.4.2 Fungos

Os fungos sdo seres eucaridticos, protistas, ndo-fotossintéticos, possuem
membrana nuclear que envolve os cromossomos € 0 nucléolo. No seu citoplasma,
encontramos algumas organelas como, o reticulo endoplasmético, aparelho de golgi,
mitocdndrias e vactolo. Os componentes principais da parede celular sdo hexoses e
hexoaminas, que formam mananas, ducanas e galactanas. Alguns fungos tém parede
rica em quitina (N-acetilglicosamina), outros possuem complexos polissacaridios e
proteinas, com predominancia de cisteina. Dividem-se em fungos macroscopicos e

mi croscopi cos e apresentam-se como filamentosos e leveduriformes.
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Os filamentosos possuem uma estrutura filiforme denominada hifa, que em
conjunto forma o micélio e sua parede celular é constituida por celulose e quitina. As
leveduras sdo unicelulares ndo formam micélio, mas sdo reconhecidas como fungo pela
natureza de seus processos de reproducdo sexuais e pela existéncia de forma de
transicdo (Jawetz et al., 1991).

O tempo de geracdo varia dentre os diferentes géneros até entre espécies de um
mesmo género, a dependéncia do meio de cultura, tempo e temperatura de incubagéo e
disponibilidade de oxigénio. A curva de crescimento de uma espécie de levedura,
guando em meio de cultura liquido, pode ser representada por um grafico com quatro
fases (figura 2).

Estes microrganismos s&o ubiquos, encontrados no solo, em plantas, vegetais,
homem e detritos em geral (Trabulsi e Toledo, 1996). Muitos d&o origem a doengas em
plantas, contudo somente cerca de 100 milhares de espécies conhecidas de leveduras e
fungos filamentosos provocam doencas em seres humanos ou animais. Tais como:
Aspergillus niger apresenta conidioforos simples, cabeca conidia grande, radiada, preta
e ocre. E patogénico ao homem, capaz de provocar aspergilose pulmonar, aspergilose
disseminada, lesdes cutaneas, nasais e do sistema nervoso central, bem como outros
processos, Colletotrichum, forma assexuada de Glomerella cingulata, apresenta micélio
de coloracdo branca, conidios hiainos e arredondados. O Colletotrichum
gloesporioides, corresponde ao estado conidial de Glomerella cingulata. Este género é
um dos mais importantes e difundidos na natureza, supostamente com mais de 1.000
espécies, normalmente € patdgeno de plantas; Trichoderma viride apresenta colénias de
crescimento lento, inicialmente brancas e mais tarde, amareladas, verdes e acinzentadas.
Conidiéforo ramificado, com fidlides em forma de frasco. Conidios dispostos em
aglomerados, de paredes lisas ou rugosas, dispostos nas extremidades das fialides.
Freguentemente isolado do solo e restos de madeira, apresenta interesse médico, pois
sd0 oportunistas, causando patologias humanas, por produzirem micotoxinas (Lacaz,
1998).
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Figura 2- Curva de crescimento de microrganismos. (I) fase Lag também
conhecida como fase de adaptacdo ou laténcia, € o periodo em que a populacdo se
adapta a0 meio em gue se encontra, iniciando a producéo de metabdlitos essenciais para
0 seu crescimento; (I1) fase exponencial ou logaritmica é afase na qual a multiplicacéo
ocorre com maior velocidade, aumentando exponencialmente a populagéo; (111) fase
estaciondria, onde o nimero de células viavels permanece aproximadamente constante
por causa do acumulo de substancias toxicas liberadas pelos proprios microrganismos e

reducdo dos nutrientes no meio e (1V) fase de morte ou declinio (Jawetz et al., 1991).

A levedura Candida albicans é ovalada, com brotamento que produz
pseudomicélio tanto em cultura como nos tecidos e exudatos. E um habitante normal
natural do trato gastrointestinal, das mucosas nas vias respiratérias, trato genital
feminino, freqlientes no solo, aimentos e ambiente hospitalar, podendo desta forma,
causar infeccbes em pacientes imunodeprimidos ou debilitados e ser comumente
transmitida de um ser humano para outro (Jawetz et al., 1991). Como a C. albicans é
um patdgeno é necess&rio conhecer detalhadamente este agente casua, sua via
metabdlica, em busca de peculiaridades que possam ser avaliadas como possiveis avos,
mai s seletivos, para uma agao.

Estudo realizado por Ruy et al. (2006) demonstrou gque a C. albicans apresenta
na sua mitocondria trés cadeias transportadoras de el étrons ou seja trés vias metabdlicas:
a cadeia respiratoria classica (via dos citocromos, CRC), a cadeia respiratoria paralela
(PAR) e aubiquinol oxidase alternativa (AOX), semelhante ao encontrado por Milani et

al. (2001) para a Candida parapsilosis. A presenca destas trés vias (figura 3) facilita o
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crescimento destes patdgenos, pois quando sdo utilizadas terapias antifungicas, estas
drogas podem atuar em uma determina via e mesmo assim a levedura continuar se
desenvolvendo, pois tem as outras duas vias para manter seu metabolismo energético.
Ent& com o conhecimento destas vias e dos agentes antifiingicos que as inibem, pode-

se elucidar o mecanismo de a¢do de novos agentes antifungicos.
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Figura 3- Representacdo esquemética do transporte de elétrons em Candida
albicans. Elétrons de NADH sdo transferidos da bomba de prétons complexo | (Cl) ou
NADH desidrogenase externa e interna. Elétrons sdo entdo alimentados pela coenzima
Q (CoQ), que também pode se reduzido pelos elétrons derivado do succinato
candlizado através do complexo Il (C Il). Elétron coletados pela CoQ pode ser
direcionado para O, através da AOX, PAR ou da bomba de prétons CRC, contendo
complexo Il (C I1l) citocromo c (cit ¢) e complexo IV (C 1V). Rotenona inibe o
complexo | e a NADH desidrogenase interna. BAHM inibe AOX, enquanto AA e KCN
inibem os complexos Il e 1V, respectivamente. KCN também inibe o termina PAR
oxidase (Ruy et al., 2006).
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1.5. Atividade antimicrobiana

Uma substancia apresenta efeito antimicrobiano quando o microrganismo
responsavel pela infeccdo € sensivel a ela. Entdo 0 microrganismo € considerado
sensivel a um antimicrobiano quando 0 seu crescimento € inibido “in vitro” por uma
concentracdo trés ou mais vezes inferior aquela a que o antimicrobiano atinge no
sangue. Se a concentracdo inibitoria é igual ou superior aquela que o antimicrobiano
atinge no sangue, 0 microrganismo é considerado resistente.

Muitas substancias, inclusive proteinas, e dentre elas as lectinas, estédo sendo
avaiadas quanto ao seu efeito antimicrobiano. As lectinas podem ser incorporadas em
plantas transgénicas conferindo a resisténcia a estas contra patégenos, podem ainda,
servir como principio ativo de antifungicos e antibacterianos de uso clinico. As
proteinas antimicrobianas, em animais, constituem parte do sistemaimune inato.

Peptideos ou proteinas com agdo antifingica sdo ubiquos na natureza e s&o
expressos em diferentes estruturas ou 0rgéos de muitos vegetais e animais (Ng, 2004).
Estes peptideos ou proteinas pequenas com atividade antimicrobiana sdo usados contra
indmeros patdgenos. Estas moléculas estdo distribuidas em diferentes classes de
proteinas, tais como quitinase (Ye e Ng, 2005), as proteinas tipo-quitinase (Ye e
Ng,20023a), as glucanases, as proteinas tipo-taumatina, as tioninas, proteinas tipo-
ciclofiling, as lectinas (Ciopraga et al.,1999; Ye et al., 2001; Freire et al., 2002; Wang e
Ng, 2003b; Trindade et al., 2006; Sitholy, et al., 2007), proteinas inativadoras de
ribossomo, ribonucleases, desoxiribonucleases, peroxidases e inibidores de proteases
(Joshi et al., 1998).

Os agentes antimicrobianos apresentam alguns mecanismos de acdo, entre eles,
temos: inibicdo de sintese do peptideoglicano da parede celular bacteriana; lesdo da
membrana citoplasmatica, interferindo na sua funcdo; interferéncia da sintese e
replicacéo do DNA ou na inibicdo da RNA polimerase dependente de DNA; e inibi¢cdo
da sintese de metabdlitos essenciais (Tortora et al., 2001). A figura 4 ilustra alguns dos

mecani Smos de a¢&o antimicrobiana
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Figura 4 —Esquema das principais estruturas ou etapas metabdlicas af etadas por
antibidticos (Adaptado de Madigan et al., 2003).

Por causa dos distintos mecanismos de acdo, houve um crescente interesse no
uso de peptideos e proteinas antimicrobianas como antibiéticos para o controle de
patégenos (Wang et al., 2002). Em plantas as proteinas antimicrobianas estéo
envolvidas com o mecanismo de defesa (Lee et al., 2002).

Muitas proteinas e peptideos tém demonstrado acdo contra fungos. Duas
proteinas de Malva parvifolia possuem uma potente acdo antifingica e apresentaram
uma acdo fungicida frente ao fungo Fusarium graminearum (Wang e Bumbers, 2000) e
peptideos isolados de sementes de Phaseolus e Adzuckia angularia possuem uma

potente atividade antifungica frente aos fungos Botrytstis cineria, Mycospharella
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arachidicola e Fusarium oxysporium (Ye e Ng, 2001a). Dois peptideos antifungicos
foram avaliados por Huang et al.(2000) e Duvick et al. (1992), um ligador de quitina de
folhas de Gincko biloba, que exerceu atividade contra F. graminearum e Fusarium
moniliforme dentre outros fungos e outro isolado de milho, com apenas 4 kDa, exibiu
acao supressora na germinagdo de esporos elongacdo de hifas de F. moniliforme, F.
graminearum e também contra varias bactérias respectivamente. Outro peptideo
denominado lunatusima com apenas 7 kDa foi isolado de Phaseolus lunatus atuou
contra F. oxysporium e outros fungos ou bactérias apresentando um amplo espectro de
acao contra microrganismos (Wong e Ng, 2005b).

Quitinases também estdo representadas como agentes antimicrobianos. Duas
quitinases foram identificadas, umaem Delandia umbellata, denominada delandina com
acado contra F. oxysporium (Ye e Ng, 2002b) e outra isolada de Phaseolus Mungo
apresentou acdo contra Fusarium solani e F. oxysporium (Y e e Ng, 2005).

Peptideos além de apresentarem acdo antifungica, também podem apresentar
acdo antibacteriana, como: dois peptideos isolados de Vigna sesquipedalis cv. e P.
lunatus que tem acdo antifungica e apresentaram acdo contra as bactérias E. coli,
Bacillus megaterium (Wong e Ng, 2005a), B. megaterium, Bacillus subtilis (Wong e
Ng, 2005b). Outro peptideo sintético rico em histidina apresentou agéo contra bactérias
Gram-positivas e Gram-negativas que foram a E. coli, P. aeruginosa, B. subtilis e S
aureus, tal agdo esta relacionada as condicdes de acidez (Kacprzyk et al., 2007).

Lectinas também tém sido utilizadas como agente antimicrobiano, devido a
oferta de lectinas comerciais e a grande purificacdo e isolamento destas proteinas em
laboratérios de pesguisas. Algumas lectinas como a de Anguilla japonica (AJL-1)
apresentou atividade aglutinante frente a bactéria patogénica Streptococcus difficile
(Tasumi et al., 2004). Outra do invertebrado marinho Holothuria scabra, mostrou
amplo espectro e forte atividade contra bactérias Gram-positivas e Gram-negativas
(Gowda et al., 2008). Uma manose-dependente isolada do soro de peixe (Salméo) do
atlantico teve efeito antibacteriano contra a bactéria Gram-negativa patdgena,
Aeromonas salmonicida através de associacdo com macréfagos (Ottinger et al.,1999),
outra lectina de peixe (Trichogaster trichopterus) associada a macréfagos, também
apresentou acdo antibacteriana frente a Aeromonas hydrophila (Fock et al., 2001).
Lectinas parcialmente purificadas a partir de sete plantas medicinais do sul da Africa

foram avaliadas através do método de aglutinacdo apresentando efeito antibacteriano
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frente as bactérias S. aureus e B. subtilis, apresentando agregacdo das células das
mesmas (Gaidamashivilli e Staden, 2002). A lectina de sementes de Aracauria
angustifolia foi ativa contra as bactérias Gram-positivas e Gram-negativas (Saint-
Gadelha et al., 2006). Duas lectinas Tipo C, purificadas de ovos de galinha e ganso,
foram bactericidas para B. subtilis, S aureus e P. aeruginosa (Wellman-Labadie et al.,
2008).

Atividade antifungica também foi observada para as lectinas. Uma isolada de
sementes de Castanea mollisma (castamollin) teve agdo frente aos fungos Botrytis
cinerea, Mycospharella machidicola, Physalaspora piricola (Wang e Ng, 2003); bem
como a lectina de Talisia esculenta (TEL) a qual inibiu o crescimento dos fungos F.
oxysporium, Colletotrichum lindemuthianum e Saccharomyces cerevisiae através da
interacdo com as estruturas dos fungos (Freire et al., 2002). Duas lectinas isoladas de
sementes de Pisum sativum (Sitohy et al., 2007) e de Astragalus mongholicus (Y an et
al., 2005) mostraram ser inibidoras do crescimento de F. oxysporium; outra, um dimero
com 67 kDaisolada de Phaseolus vulgaris, possui acdo moderada contra F. oxysporium
e Rhizoctonia solani (Ye et al., 2001). Outro exemplo sdo duas lectinas ligadoras de
quitina, isoladas a partir de sementes de Artocarpus heterophyllus e de Artocarpus
altilis, a jaca e o frutapdo respectivamente, que inibiram o crescimento de F.
moniliforme e S cerevisiae (Trindade et al., 2006) e a aglutinina do cotilédone de
Luetzelburgia auriculata que inibiu o crescimento dos fungos C. lindemuthianum, F.
solani e A. niger (Melo et al., 2005).

1. 6. Substancias naturais com acao inseticida

Inseticida € uma substancia que seja letal, repelente, deterrente ou inibidora para
os insetos (Addor, 1994). E utilizado para controlar populacdes de espécies-praga que
atacam plantagOes, construcoes e vetores que transmitem agentes etiol 6gicos de doengas
pouco ou mesmo graves, que podem inclusive levar a morte (Napoledo, 2008).

A partir da segunda guerra mundial substancias inorganicas sintéticas foram
utilizadas em grande escala para controlar os insetos e em seguida compostos organicos,
principamente inseticidas clorados e organofosforados passaram a ser sintetizados,
muitas vezes a partir de produtos de algumas plantas, como, os andlogos de piretrdides.

No entanto, 0 uso desses compostos ganhou diversas restrices, devido aos efeitos
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mal éficos causados por eles ab meio ambiente e a salide dos humanos. Dessa forma, a
busca por novos compostos de origem natural aumentou, mostrando-se como nova
alternativa ecoldgica. As variedades de compostos produzidos pelas plantas envolvidos
no mecanismo de defesa contra herbivoros e patdégenos tém sido intensamente
exploradas na busca por produtos naturais para o controle de pragas e na manutengdo da
sanidade das plantas.

Dentre estes compostos naturais, temos as lectinas, que sdo proteinas capazes de
se ligar a carboidratos e/ou glicoconjugados de forma reversivel e devido a estas
caracteristicas, véem sendo aplicadas em varias areas de pesquisa As lectinas
apresentam atividade antimicrobiana contra fitopatdgenos e algumas sdo entomotoxicas.
Muitas lectinas de plantas tém apresentado acdo contra insetos de vérias ordens, como
Coleoptera (besouros), Lepidoptera (mariposas e borboletas), Homoptera (cigarras,
pulgdes e cochonilhas), Diptera (moscas e mosquitos), Isoptera (cupins) dentre outras
(Machucka et al., 2000; Macedo et al.,2002; Leite et al., 2005; Dutta et al., 2005;
Coelho et al., 2007; Saet al., 20083).

A acdo inseticida das lectinas pode ser em diferentes estégios de vida dos insetos
como no estagio larval (Fitches et al., 2001; Leite et al.,2005; Coelho et al., 2007;
Macedo et al., 2007; Sa et al., 2008b), de ninfa (Bandyopadhyay et al, 2001), adulto
(Sauvion et al. 2004) e na ovoposi¢ao (Sadeghi et al., 2006).

A avaiacdo dos efeitos das lectinas nos insetos pode ser feita através de
bioensaios, onde se coloca a lectina numa dieta artificial oferecida. Sua toxicidade
parece depender tanto de uma resisténcia necessaria contra proteinas assimiladoras e
degradacdo proteolitica pelas enzimas digestivas dos insetos quanto de sua ligacdo as
estruturas da membrana peritréfica e/ou estrutura quitinosa na regido do intestino médio
(Coelho et al., 2007; Macedo et al., 2007).

Ainda ndo se conhece bem o mecanismo de agdo das lectinas contra os insetos,
mas € provavel que elas estejam envolvidas na ligagdo as glicoproteinas das células
epiteliais do intestino médio (Sauvion et al., 2004), pode também estar relacionado as
enzimas proteoliticas e proteinas assimiladora nas quais as lectinas podem interferir
com suas fungdes, inibindo a digestdo e absor¢do e causando a privagdo nutricional
(Leite et al., 2005; Coelho et al., 2007), pode cruzar o epitélio do intestino médio e
passar para dentro do sistema circulatorio do inseto interferindo com as lectinas

endégenas envolvidas na autodefesa, presentes na hemolinfa (Fitches et al.,2001),
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podem, ainda ser internalizadas por vesiculas endocitéticas de células epiteliais e
bloguear a localizagdo nuclear que é sequiéncia-dependente da importagdo nuclear de
proteinas inibindo a proliferagdo celular (Yu et al.,1999), estes sdo alguns possivels
mecani smos de agdo das lectinas contra 0s insetos.

As lectinas N-acetil-D-glicosamina especificas ou com habilidade de se ligar a
quitina parecem possuir propriedades inseticidas, como a lectina do cerne de
Myracrodruon urundeuva que é N-acetilglicosamina especifica e ligante a quitina teve
um efeito sobre Nasutitermes corniger apresentando uma LCs, de 0,238 mg/ml para
operarios e 0,199 mg/ml para soldados (Sa et al., 2008a). Esta lectina também
apresentou efeito sobre as larvas (L4) do mosquito Aedes aegypti (Sa et al., 2008b). A
lectina isolada de sementes de Talisia esculenta (TEL) que € ligante de quitina, mas é
inibida por manose e glicose, promoveu cerca de 90 % de mortalidade de larvas de
Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus com LDsy € EDsp (diminuicdo do
peso) de cerca de 1% (p/p) para os dois insetos (Macedo et al., 2002).

Outras lectinas de origem vegetal com diferentes especificidades para aglcares
também mostraram habilidade como moléculas inseticidas sugerindo que esta
propriedade ndo é exclusiva para as lectinas que sdo especificas para N-Acetil-D-
glicosamina (GLcNACc). A XLC, uma lectina do cogumel o Xerocomus chrysenteron que
apresenta afinidade para galactose e lactose e menor para N-acetil-D-glicosamina teve
efeito sobre Drosofila melanogaster apresentando uma LCsy de 0,4 mg/ml (Trigueiros
et al.,, 2003). A lectina de alga vermelha Gracilaria ornata (GOL) inibida por
glicoproteinas, causou uma reducdo significativa na sobrevivéncia de larvas de C.
mculatus em torno de 65% (p/p) em relac@o ao grupo controle, utilizando um bioensaio
onde os insetos receberam uma dieta de semente artificial (Leite et al., 2005). Outra
lectina especifica para gaactose, a BmoLL, lectina de folhas de Bauhinia monandra,
apresentou cerca de 50% de mortalidade de C. maculatus e Z. subfasciatus quando
incorporada na dieta artificial aum nivel de 0,3 % e 0,5% (p/p) respectivamente e a 1%
ndo diminuiu significativamente a sobrevivéncia das larvas de Anagasta kuchiniella,

mas produziu diminui¢do de 40 % no peso (Macedo et al., 2007).
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1.7 Cupins

Os cupins sd0 insetos eusociais, conhecidos por nés, de habitos subterraneos,
pertencentes a Ordem |soptera. Existem cerca de 2500 espécies e vivem em colbnias
altamente organizadas, onde o principio basico é a sobrevivéncia da colénia e ndo do
individuo. S8 conhecidos pelo habito de se alimentar preferencialmente de celulose,
matéria organica morta ou em decomposi¢do, mas alimentam-se também de vegetais
vivos. Os ninhos podem ser dos tipos mais diversos, de acordo com as espécies; eles
podem ser arboricolas (construindo os ninhos em troncos de arvores ou madeira podre,
com comunicacdo com o solo por galerias superficiais), xil6fagos (vivem isolados do
solo, em troncos de &rvores ou madeira tratadas) ou humivoros (constroem seus ninhos
no chdo). Dentro dos ninhos se organizam em castas, onde cada uma das castas €
responsavel por uma fungdo especifica, para que ocorra a manutencdo e sobrevivéncia
do ninho, entdo existem os individuos alados e reprodutores (temporarios), individuos
apteros sexuados férteis (para substituir o rel e a rainha) ou estéreis, os operdrios (que
constroem o ninho e sdo responsaveis pela aimentacdo e pelos filhotes) e os soldados
(defensores da col6nia) ambos podendo ser macho ou fémea. Os operarios que sao
responsaveis pela alimentacdo, a realizam através da troca do alimento pela boca, este €
chamado de estomodéico, um liquido claro, utilizado pelos operarios para alimentar os
soldados e reprodutores.

Dois grupos de cupins que sd0 conhecidos por causarem grandes danos
econdémicos a0 homem sdo 0s cupins de madeira seca e 0s cupins subterréneos. Os
cupins de madeira seca séo os que fazem o ninho na propria madeira, ou sgja ela serve
de abrigo e de alimento ao mesmo tempo e os subterrdneos fazem o ninho no solo,
geramente préximo de umidade ou alimento, pois eles saem para buscar alimento.

No Brasil, existem representantes de quatro familias de cupins, que sdo,
Kalotermitidae considerados primitivos, ndo constroem nem possuem operarias, s
atacam e aimentam-se de madeira seca; Rhinotermitidae sdo na maioria subterréneos,
atacam plantas vivas e mortas e alguns so pragas importantes; Serritermitidae até
recentemente so continha uma espécie, a Serritermes serrifer, que ocorre sd no Brasil,
novas evidéncias indicam que Glossotermes oculatus espécie da Amazbnia também é
desta familia e Termitidae € bastante diversificada, e compreende cerca de 85% das

espécies de cupins conhecidas do Brasil. Alguns sdo comedores de madeira, de folhas,
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de himus, e também cultivadores de fungo (que ndo ocorrem no Brasil), e muitos
constroem ninhos grandes e compl exos.

A familia Termitidae € mundial mente a mais rica em espécies somando cerca de
70-75% de todas as espécies de térmitas catalogados, encontrados em madeira, grama
ou solo (Inward et al. 2007), nesta familia destacam-se quatro géneros, por
representarem as principais pragas de mudas no campo, séo eles Conitermes, Syntermes,
Anoplotermes e Nasutitermes. Suas espécies sdo em gera humivoras, mas no entanto,
os Nasutitermes podem nidificar em raizes de arvores, sobre troncos, sob o0 solo e sobre
o0 solo, formando monticulos. Os Nasutitermes destacam-se também entre os géneros de
interesse econdémico para 0 homem por causarem grandes prejuizos na area urbana e
Peridomiciliar.

A espécie Nasutitermes corniger € neotropical, formadora de colbnias
monogénicas ou poligénicas, com uma ou Vérias rainhas, respectivamente (Adams et
al., 2007) e bem adaptada na zona urbana. Os térmitas sdo capazes de hidrolisar
celulose e hemicelulose utilizando trés tipos diferentes de celulases, que podem ser de
origem enddgena ou simbidtica, as endoglucanases, as exoglucanases e as 13-

glicosidases (Breznak e Brune, 1994).
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20BJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Purificar, caracterizar estruturalmente a | ectina obtida da vagem sem as sementes
de C. ferrea (Caesalpinia ferrea Pod Lectin, CfePL) e avaiar as atividades

antimicrobiana e inseticida.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar a presenca de atividade hemagl utinante em extratos da vagem sem as sementes
de C. ferrea para deteccdo de lectina (s);

- Purificar a proteina com maior atividade hemaglutinante, lectina da vagem sem as
sementes de C. ferrea (CfePL), utilizando processos cromatogréficos convencionas e
de altaresolucdo utilizando os sistemas FPLC e HPLC;

- Caracterizar a CfePL utilizando métodos el etroforéticos;

- Determinar em CfePL a especificidade para carboidratos, para eritrocitos, estimulagdo
da AH em presenca de ions, estabilidade térmica e comportamento frente a variagdo de

pH e enzimas proteoliticas,
- Avaliar a atividade antimicrobiana da CfePL ;

- Determinar a concentracdo minima inibitoria (CMI), minima bactericida (CMB) e
minima fungicida (CMF) da CfePL;

- Avaliar aagao de CfePL narespiragcdo celular e mitocondrial de Candida albicans.

- Avadliar potencia atividade repelente/inseticida sobre cupins da espécie Nasutitermes

corniger;
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4.1. Artigo 1: a ser submetido ao periddico Phytochemistry

A NEW THERMOSTABLE Caesalpinia ferrea POD
ANTIMICROBIAL ACTIVITY

LECTIN WITH
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Abstract

Caesalpinia ferrea Mart. is a legume used in popular medicine in treatment of diabetes and
studies demonstrated that its fruits have anti-fungal activity. A new Caesalpinia ferrea pod
lectin (CfePL) was isolated by chromatography on a chitin column followed by 1 M acetic acid
elution. The purified lectin showed, by SDS-PAGE in the presence or absence of 2-
mercaptoethanol or by gel filtration using an AKTA purified system, a polypeptide band of 8
kDa. CfePL agglutinated human as well as rabbit, chicken, rat erythrocytes; bovine, rabbit and
fetal serum glycoproteins inhibited the lectin hemagglutinating activity (HA). CfePL HA was
not affected by treatment in the temperature range 30-100°C, even after exposure to 100°C for
12 h. The lectin activity was stimulated by ions (Ca®* and Mg?®*) as well as citrate-phosphate
(pH 4.5, 5.0, 5.5) and sodium phosphate (pH 7.5) buffers. CfePL displayed antibacterial activity
against Escherichia coli, Klebsiella sp., Pseudomonas aeruginosa, Bacillus subtilis,
Saphylococcus aureus, Sreptococcus sp., Corynebacterium bovis and Bacillus sp. Antifungal
activity was detected against Colletotrichum gloesporioides, Trichoderma viride, Aspergillus
niger and Candida albicans; the lectin presented a minimum inhibitory concentration (MIC) of
10 pg/ml against Colletotrichum gloesporioides, Escherichia coli and Streptococcus sp. These
results point that the thermostable lectin (CfePL) obtained in quantities of milligrams by a

simple protocol has a potential use in microbiologic applications.

Keywords. Caesalpinia ferrea lectin; pod; antibacterial activity; antifungal activity.
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1. Introduction

Lectins are proteins or glycoproteins of ubiquitous distribution in nature, which have at
least one carbohydrate or derivative binding site without catalytic function or immunological
characteristics (Sharon and Lis, 2001), could have one additional hydrophaobic site (Barondes,
1988) and reversibly bind to mono or oligossacharides of eukaryotic glycoconjugates (Peumans
and Van Damme, 1995). They could be purified from different species (Banerjee et al., 2004;
Nga and Ng, 2004; Fenton-Navarro et a., 2003; Freire et a., 2002). In plants, they are mainly
obtained from legume seeds (Wang and Ng, 2003; Santos et a. 2009), but could be, also,
obtained from different vegetative tissues such as leaves (Coelho and Silva, 2000), bulbs (Mo et
al., 1993), barks (Wititsuwammakul et al., 1998; Sa et al., 2008a), roots (Naeem et a., 2001),
heartwoods (S4 et al., 2008b) and pods (Oliveira et a., 2003). By virtue of their sugar-binding
property, they are useful for detection of cell surface carbohydrates (Weis et a., 1996),
differentiation of normal from transformed tissues (Beltréo et a., 2003), glycoconjugate
purification (Lima et a., 1997, Paiva et a., 2003), as well as biologica and medical
investigations (Banerjee et al., 2004; Mizuno et a., 2004; Sharon and Lis, 2001).

Severa proteins (Nagashima et al., 2003; Wang and Ng, 2003) incluing lectins (Tasumi
et a., 2004; Gaidamashvili and Standen, 2002) showed antimicrobial activity. Some lectins have
action against pathogenic species of fungi such as Talisia sculenta (Freire et a., 2002),
Ganoderma capense lectin (Ngai and Ng, 2004) and Castanea mollisma lectin (Wang et al.,
2003). In particular, chitin-binding lectins seemed to have a role in defending plants against
fungi and insects (Freire et a., 2002; Macedo et al., 2002; Sa et al., 2008b). In vitro studies with
Urtica dioica lectins demonstrated inhibition growth of some fungi (Broekaert et al., 1989).
Antibacterial activity have, also, been found in many lectins obtained from medicinal plants,

animal or from fish (Oliveira et al., 2008; Welman-Labadie et al., 2008; Gaidamashvili and
55



Ximenes, N. C. A Caracterizag8o e Avaliagdo de Atividades Biol6gicas .....

Staden, 2002; Fock et al., 2001). A avian C-type lectin-like protein were bactericidal against
Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus and Pseudomonas aeruginosa (Welman-Labadie et al.,
2008); a lectin from salmon (Salmo solar), an Atlantic fish, inhibited the growth of Aeromonas
salmonicida (Ottinger et al., 1999).

Caesalpinia ferrea Mart. is alegume broadly distributed at North and Northeast Region
of Brazil and is locally known as Juca or Pau-ferro (iron-wood). Anti-fungal, anti-ulcer and
anti-inflammatory properties have been attributed to C. ferrea fruit (Thomas et a., 1988; Lima
et a., 1994; Bacchi et al., 1995); aso agueous extracts have anti-inflammatory and analgesic
activities (Carvalho et a., 1996). Fruits have been used for popular treatment of diabetes
(Balbach, 1972).

This paper describes the extraction, purification and characterization of C. ferrea pod

lectin (CfePL) aswell asthe evaluation of its antimicrobial activity.

2. Material and Methods

2.1.Plant material

C. ferrea pods were harvested from plants at Ibimirim City, State of Pernambuco,
Northeast Brazil.

2.2.Haemagglutination and inhibition assays

Fresh erythrocytes from human (A, B, O and AB types) and rabbit were obtained as
described by Bukantz et al. (1946) and glutaraldehyde treated according to Bing et a. (1997).
Haemagglutinating activity (HA) was evaluated as described by Correia and Coelho (1995)

defined as the lowest sample dilution showing haemagglutination; specific HA (SHA)
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corresponded to HA divide by protein concentration (mg/ml). Rabbit erythrocytes were chosen
for subsequent assays. Quantitative protein determination was performed according to Lowry et
al. (1951) and Warburg and Christian (1960). Carbohydrate binding specificity was determined
by HA inhibition using sugars (100 mM) (threalose, fucose, N-acetyl-D-glucosamine, mannose,
glucose, fructose, galactose, ramnose and saccharose) and glycoproteins (0.5 mg/ml) (fetuin,
ovalbumin, casein and fetal bovine serum, human and rabbit serum) as described by Coelho and
Silva (2000).

2.3.Lectin purification

C. ferrea pod, without seeds, were washed with distilled water, dried at room
temperature, powdered in a multiprocessor and a 10 % (w/v) extract in 0.15 M NaCl was
obtained by gentle shaking for 16 h, at 4 °C. The extract was passed through gauze, centrifuged
10.000 x g for 15 min and the supernatant was mixed with activated charcoal, filtered and
submitted to O to 80 % (w/v) ammonium sulphate fractionation (F 0-80 %, F80) by addition of
solid salt. After 4 h a room temperature, the resuspended precipitate was diayzed against
distilled water followed by 0.15 M NaCl (16 h, 4 °C) (F80). A sample of F80 (8.7 mg/ 500 pl)
was incubated (30 min) with chitin (Sigma) pre-equilibrated with 0.15 M NaCl containing 0.04
mM MgCl, (NaCl/Mg) and applied to a chromatographic column (5.0 x 1.5 cm). Proteins of
each fraction were measured by absorbance at 280 nm. Unbound proteins were washed with
NaCl/Mg and adsorbed proteins were eluted with 1.0 M NaCl containing 0.04 mM MgCl,
followed by 1.0 M acetic acid. Fractions with high activity, eluted with acetic acid were
bulked, dialyzed with 0.15 M NaCl (CfePL) and stored at -20 °C. The adsorbed fraction
(CfePL), after concentration by ultrafiltration in PBS buffer, was applied to a Superdex 75 HR
10/30 column coupled to an AKTA purifier system (Amersham Pharmacia Biotech). The

column was pre-equilibrated and eluted with 150 mM NaCl, at a flow rate of 0.5 ml/min,
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monitored by absorbance at 215 nm, collected in 1ml fractions. Following the lectin was
chromatographed on a C 4 column connected to RP-HPLC system (model LC-10 AD from
Shimadzu, Japan) equilibrated in 0.1 % acid trifluoracetic solution (TFA) in water (solvent A);
elution was made with 90 % acetonitrile gradient (5-95 %) in 0.1 % TFA (solvent B). The
lectin was submitted to reverse-phase chromatography on the C-18 column performed on a

HPL C system (Shimadzu) monitored at 215 nm, as described below for chain separations.

2.4.Effect of temperature, pH and ions on CfePL HA

CfePL samples in were submitted to a defined temperature (30 °C — 100 °C) and after
incubation (30 min) HA was determined using 0.15 M NaCl as diluent. Different pH solutions
(citrate phosphate buffer, pH 2.0 — 4.5; sodium phosphate buffer, pH 5.0 — 8.0; Tris-HCI buffer,
pH 8.5 — 10 and NaOH, pH 10 — 12) and CaCl, or MgCl, solutions (0.01 — 0.04 M) were used

to dilute CfePL samplesin HA assay; after incubation (45 min) rabbit erythrocytes were added.

2.5.Effect of proteolytics enzymes on CfePL HA

The assay was made according to Rios et a. (1996). CfePL (7.7 ug) was incubated (37
°C, 2 h) with bovine trypsin (5.0 ug) or chymotrypsin (5.0 pug) in 0.1 M Tris-HCI, pH 8.2 (50
pl) and the enzyme reaction was stopped by addition (13 pl) of phenylmethylsulponylfluoride
(PMSF) in 0.1 M Tris-HCI, pH 8.2 buffer at 3:1 proportion 9 (v/v). The effect of enzymes on

CfePL was evaluated by measurement of HA.
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2.6.Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

PAGE for basic and acidic native proteins by Reisfeld et al. (1962) and Davis (1964),
respectively. Samples denaturated were reduced or not, and analyzed by SDS-PAGE according
to Laemmli (1970). The range standard marker proteins were rabbit muscle myosin (205 kDa),
E. coli [3-galactosidase (116 kDa), rabbit muscle phosphorylase b (97.4 kDa), rabbit muscle
fructose-6-phosphate kinase (84 kDa), bovine serum albumin (66 kDa), bovine liver glutamic
dehydrogenase (55 kDa), egg albumin (45 kDa), rabbit muscle gliceraldehyde-3-phosphate
dehydrogenase (36 kDa), bovine erythrocyte carbonic anhydrase (29 kDa), bovine pancreas
trypsinogen (24 kDa), soybeam trypsin inhibitor (20 kDa), bovine milk a-lactalbumin (14.2
kDa) and bovine lung aprotinin (6.5 kDa), purchased from Sigma Chemical Co. (St. Louis,

MO, USA). Proteins were detected with Coomassie Brilhant blue R-250.

2.7. Carbohydrate content

The amount of neutral sugars in purified lectin (7.7ug) was estimated by phenol-

sulfuric acid method (Dubois et a., 1951) using mannose as standard.

2.8. Microorganisms and Inocula preparation

Twelve microorganisms were used for antimicrobial activity evaluations, five Gram
positive, three Gram-negative bacteria and four fungi (Table 1). Bacteria were inoculated in
Nutrient Broth and fungi in Sabouraud Dextrose Broth. Bacteria (24 h at 37 °C) and fungi (48 h

at 28 °C) growth were maintained in an orbital shaker. Bacteria were harvested during the
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exponential growth phase and their concentration was determined by OD measurements at 600

nm. All microorganisms were adjusted to 10° colony forming units (CFU)/ ml.

2.10. Antibacterial and antifungal assays

Antimicrobial activity of CfePL was investigated by the disc diffusion method (Bauer
et a., 1966). The antimicrobial screening was performed using Nutrient Agar (NA) for bacteria
and Sabouraud Dextrose Agar (SDA) for fungi. Warmed medium (100 ml, 43 °C) and 0.5 mL
of inoculum (10° CFU/mI) were added; solutions were distributed in sterile Petri plates (90 X
15 mm) in portions of 10 mL and allowed to solidify. Following, 15 ul of CfePL solution (100
pg/ml) were impregnated on sterile paper discs with 6 mm diameter and placed on agar. Discs
containing 15 pl of sterile saline solution (0.9% w/v) were used as negative control and discs of
chlorophenycol and cyclohexamide, both with 5 mg/ml, were used as positive control for
bacteria and for fungi, respectively. Plates were incubated at 37 °C for 24 h (bacteria) and 28
°C for 48 h (fungi). A transparent ring around the paper disc revealed antimicrobial activity.
Zones of growth inhibition around discs were measured in mm. Result of four independent
experiments were expressed as average *+ standard deviation (X + sd), and submitted to

variance analysis and Tukey test.

2.11. Minimum inhibitory concentration (MIC)

Minimum inhibitory concentration (MIC) of CfePL was tested by a seria dilution
method. CfePL (0.2 ml) of stock solution (100 pg/ml) was incorporated into assay tube

containing 1.9 ml of Nutrient Broth for bacteria and Sabouraud Dextrose Broth for fungi and
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0.1 ml of standardized suspension of test organism being serially double diluted to achieve 20,
10, 5 and 2.5 pg/ml. Control tube contained only microorganisms and medium. The culture
tubes were incubated at 37 °C for 24 h (bacteria) and 28 °C for 48 h (fungi). The lowest
concentrations, which did not show any growth of tested organism after macroscopic

evaluation were determined as MIC (Courvalin et a., 1988).

2.12. Minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum fungicidal concentration

(MFC)

All tubes used in MIC evaluation that did not show any growth of bacteria or fungi after
incubation period subcultured on to the surface of freshly prepared Nutrient Agar (for bacteria)
and Sabouraud Dextrose Agar (for fungi) plates were incubated at 37 °C for 24 h (bacteria) and
28 °C for 48 h (fungi). The minimum bactericidal concentration (MBC) and minimum
fungicidal concentration (MFC) corresponded to the minimum concentration of the lectin that

reduced the number of CFU to 0-1 % of the initial concentration (Courvalin et al., 1988).

3. Resultsand discussion

Severa lectins have been purified from leguminous tissues and used in different
biological applications. Search of new lectins is interesting to amplify the knowledge of this
class protein specially when the plant extracts have pharmacologica activities and aso are
used in popular medicine, as it occurs with C. ferrea tissues (Lewis, 1987; Pio Corréa, 1984;
Penna, 1964), which increase the interest in the isolation and purification of this plant lectin. C.
ferrea pods showed a potential lectin with HA. Analgesic and antiinflammatory (Carvalho et

al., 1996) or anti-gastric ulcer (Bacchi et al., 1995) activities were evaluated with agueous
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extracts from C. ferrea fruits; alcoholic extracts were used in antifungi and antitumor assays
(Lima et al., 1994; Nakamura et al., 2002). Nozaki et a. (2007), also working with C. ferrea,
showed that pauferrol, a compound obtained from the stem, possesses a cell proliferation
inhibitory activity through the induction of apoptosis in human leukemia HL60 cells. Aqueous
extract from stem bark of C. ferrea (AECF) induces hypotension associated to tachycardia;
however, in dose of 40 mg/kg, AECF induces transient bradyarrhythmias (Menezes et 4d.,
2007).

The observation that N-acetyl-D-glucosamine inhibited the activity containing in
fraction precipitated with (NH4H,SO,, F80), offered the possibility of using chitin as affinity
matrix for lectin purification. The chromatographic step of F80 on chitin column was resolved
in three main peaks (Figure 1). Two adsorbed protein peaks were observed but only the third
peak showed HA (CfePL). The described protocol alowed to obtain 48 mg of pure CfePL
from 10 g of C. ferrea pod flour, ahigh yield, in relation to other lectin purification steps, such
as those to obtain Talisia esculenta lectin (5 mg from 10 g of seeds) by chitin chromatography
or soybean agglutinin (44 mg of pure lectin from 50 g of soybean flour) (Freire et d., 2002;
Franco-Fraguas et a., 2002;). Acetic acid is a cheap eluent and has been used to obtain lectins
from affinity chromatography as can be observed for Goderma lucidum lectin purification on
BSM-Toyopearl column (Kawagishi et al., 1997). CfePL specific binding to chitin was
demonstrated by using N-acetyl-D-glucosamine (carbohydrate which makes up the matrix) as
the eluent of bound protein. Table 2 summarizes CfePL purification. Native electrophoresis
showed only one small and highly basic protein (Figure 1B); under denatured and reduced
conditions CfePL showed a polypeptide band with molecular mass of approximately 8 kDa
(Figure 1C). Some lectins binding to chitin present low molecular weight such as Artocarpus

integrifolia (14 kDa), Artocarpus incisa (14 kDa), the Caesalpinia tinctoria (12.5 kDa),
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Myracrodruon urundeuva heartwood (14.4) and Myracrodruon urundeuva bark (14.0 kDa)
(Trindade et a., 2006; Oliveira et al., 2003; Sa et. a., 2008) and most of the purified lectin in
chitin show activity against fungi, bacteria and insects.

Glycoprotein staining on SDS-PAGE not revealed glycosylated polypeptide band.
However, carbohydrate analysis by the phenol-sulphuric acid method showed that CfePL
presents 6.8 % carbohydrate content; an antibacterial protein of rockfish Sebastes schlegeli
contained 3.4 % of reducing sugar and 2.8 % of amino sugar on weight basis (Nagashimaet al.,
2003).

When CfePL was chromatographed in gel filtration Superdex 75 one protein peak was
obtained, with 8 kDa (Figure 2 A) and the chromatographed in C4 resolved in two peaks
(figure 2 B), both peaks revealed by C18 chromatography a identical strong hydrophobic
character and homogeneous profile characteristic of a highly purified protein (Figure 2 C, D).
One explanation for this result is the observation that in protein the presence of isoforms is a
frequent phenomenon. Lectin multiple forms, resulting in characteristically distinct
electrophoretic mobilities or could be formed prior or during isolation, as a result of side chain
modifications (Kennedy et al., 1995).

CfePL agglutinated rabbit and human (A, B, AB and O) erythrocytes (Figure 3 A). The
lectin was sensible to alkaline pH (Figure 2 B) and was stimulated by Mg™ or Ca™ (Figure 3
C); glycoproteins present in fetal bovine and rabbit sera totally inhibited CfePL HA, however
fetuin, ovalbumin and casein affected only partially its HA at tested concentrations (figure 3
D); the carbohydrates N-acetyl-glucosamine, mannose, glucose and fucose aso partialy
inhibited CfePL HA (256" to 32%). CfePL showed high thermostability and remained active
even after 12 hours at 100 °C. CfePL agglutinated preferentially AB and O human blood types.

A lectin from Talisia esculenta, purified by chitin chromatography, showed similar preference
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to AB type blood. T. esculenta lectin was stimulated by Ca’* (Freire et al., 2002) and
Sohenostyles stenocarpa lectin showed higher agglutination to type O blood (Machuka et d.,
1999). The thermal stability of CfePL and the reasonable stability with respect to pH
variations; only at pH above 6.0 a reduction of HA was observed, suggested that the lectin is
markedly stable. Legume seed lectins have been very stable; isolectin 1 from Cratylia mollis
lectin (Cramoll 1) remained active after exposition at 80 °C for 30 min or after storage for at
least 10 years (Correia and Coelho, 1995). Ngai and Ng (2004) showed that Ganoderma
capense lectin was unaltered after incubation at 100 °C for 60 min and only lost activity after
150 min of heating treatment. Incubation CfePL with either trypsin or chymotrypsin did not
eliminated its HA. Some lectins from different sources show to be proteolytic enzymes, as the
lectin from Artocarpus integrifolia seeds (Rios et a., 1996) and the ACL-I, a lectin from
marine sponge Axinella corrugate (Dresch et al., 2008).

Table 3 shows the results of microorganism’'s growth in the presence of CfePL. All
bacteria and fungi tested were inhibited by the lectin; better results were obtained on C.
gloesporioides (17.25 £ 1.5 mm halo) and on E. coli (16.75 + 0.5 halo). Although halos
obtained with C. gloesporioides and E. coli has been highest show an effective inhibitory
activity, no significative difference was observed on E. coli, Klebsiella sp. and Streptococcus
sp bacteria or on C. gloesporioides and T. viride fungi. CfePL showed fungistatic and
bacteriostatic action by minimum bactericidal concentration (MBC) or minimum fungicidal
concentration (MFC) assays, respectively, for C. gloesporioides, E. coli, Streptococcus sp, with
minimum inhibitory concentration (MIC) of 10.0 ug/ml. Sun et al. (2008) defined that MIC for
Fenneropenaeus chinensis C-type lectin as 0. 6 uM, 1.2 uM and 4.8 uM for B. subitilis, S
aureus, K. peneumoniae, E.coli and Colletotrichum laganarium, respectively. Gaidamadhvili

and Staden (2002) defined MAC for Combretum agglutinin as 20.0 ug/ml and 5.0 ug/ml for B.
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subtilis and S aureus agglutination, respectively. The presence of chitin, cellulose, N-acetyl-D-
glucosamine, mannan, N-muramic acid and other carbohydrates at fungi and bacteria
membranes might explain the broad inhibitory effects of CfePL on growth of used
microorganisms; CfePL was not specific to any tested monosacharide but was partially
inhibited by them. Although the number of lectins described with antibacterial activity yet is
relatively small (Sun et al., 2008; Wellman-Labadie et al., 2008; Tasumi et a., 2004; Freire et
a., 2002; Gaidamashivili and Staden, 2002; Ottinger et a., Fock et a., 2001), in our
laboratory we showed that the Eugenia uniflora lectin has a potent antibacterial activity
(Oliveiraet al., 2008). The ability of plant agglutinins to bind human bacteria and inhibit their
motility and/or growth has not been related to their physiological activities. Nevertheless, the
fact that agglutinins were mostly isolated from storage parts of plants, also, suggests their
possible contribution to plant defense mechanisms (Gaidamashivili and Staden, 2002).

Characterized antifungal lectins like hevein from Hevea brasiliensis (4.7 kDa), Urtica
dioica lectin (8.5 kDa) and Gastrodia elata lectin (10 kDa) are small proteins (Parijs et d.,
1991; Perijs et al., 1992; Xu et a., 1998). Chrispeels and Raikhel (1991) suggested that these
small chitin-binding proteins cross-linked chitin preventing cell expansion at the tip of the
growing hyphae of fungi. This binding could slow down the hyphae growth as the first line of
an integrated defense mechanism.

In this paper, a thermostable C. ferrea pod lectin that recognized chitin binding was
purified in milligram quantities by one reproducible affinity chromatographic step using a
cheap eluent solution (acetic acid) with high protein yield; the lectin was a powerful
antimicrobial agent of low cost, with broad spectrum of action, and in the future might used

in therapeutic applications.
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Figure 1 — Elution pattern of F80 on chitin column and PAGE.

A sample (8.7 mg of protein) was applied at flow rate of 20 ml/h on chitin (5 ml) and 2 ml
fractions were collected. (A) Arrows indicated elution with 0.15 M NaCl (1), followed by 1 M
NaCl (2) and 1 M acetic acid (CfePL) (3) and (B) Polyacrylamide gel electrophoresis for basic
and native proteins 20% samples of CfePL (1) and cytochrome ¢ (2) contained 250 and 20 pg,
respectively; protein was stained with Amido black according Reisfeld et a. (1962) as well as
(C) SDS-PAGE 12 % under denatured and reduced conditions, CfePL (3) under denatured
and reduced or absence (4) conditions contained 250 pg of protein. Protein was stained with

Coomassie Brilliant blue R-250.

Figure 2 - (A) Gel filtration of the chitin column on Superdex-75 equilibrated and eluted with
NaCl 150 mM at 0.5 ml/min collected on 1-ml fractions, mAbs 215 nm. (B) Reverse phase
chromatography in C-4 column by HPLC system (Shimadzu), mAbs. The column was
equilibrated with solvent A (0.1% TFA in H,O) and eluted using solvent B linear gradient 5-
95% (90% acetonitrile: 10% H,0: 0.1% TFA). (C e D) Reverse phase chromatography in C-18
column HPL C system (Shimadzu). The column was equilibrated with solvent A (0.1% TFA in
H,0) and used a non-linear gradient elution (5-100%) with solvent B (90% acetonitrile: 10%

H,0: 0.1% TFA).

Figure 3 — Hemagglutinating activity of CfePL in presence of different erythrocytes (A), pH
values (B), ions (C) and glycoproteins (D), rabbit serum (1) bovine fetal serum (2),
ovalbumin (3), fetuin (4), casein (5), colostrum (6) and human serum (7). Log HA of CfePL

in 0.15 M NaCl with rabbit erythrocyteswas 2.7.

74



Ximenes, N. C. A

Figure 1

ot
3]

o
~

b
o

0.5

0.4

Log of HA

0.3

0.2

Absorbance at 280nm (Abs)

e
-y

[=]

1 16 31 46 61 76 31 106
Fraction numbers

Figure 2

Caracterizaggo e Avaliagdo de' Atividades Biol6gicas

75



Ximenes, N. C. A

Caracterizag8o e Avaliagdo de Atividades Biol6gicas .....

90C
A
<—CfePL
60C -
300 -
0 T T r
0 10 20 30 40
Volume (mL)
150| C
100
50
0 20 40 60
Time (min)
Figure 3

300 B

200

100

200

100

—1
20 40 60
Time (min)
D
20 40 60
Time (min)

76



Ximenes, N. C. A

Log HA
O R N W~ O

Log HA
o = N w

QUIFRrOINUIWUO A

NacCl

Caracterizagdo e Avaliagdo de Atividades Biol6gicas

Log HA
w

25

2

15 A1
A B AB (6]

Erythrocytes

40mM  20mM 10mM

lons

Table 1

Microorganisms

5mM

Rabb 05 1

NaCl 45 5.0 55 6.0 6.5

D
3
2,5
BMg++ 2
% 15
BCat++ S

1 2 3 4

]
AN

BNaCl 0.15M 00.5 mg/ml [0.25 mg/ml

0 0.125 mg/ml 80.062 mg/ml

7



Ximenes, N. C. A Caracterizag8o e Avaliagdo de Atividades Biol6gicas .....

Bacteria Local provided
Bacillus subtilis (+) DAUFPE-16
Bacillus sp.(+) LBUFRPE-05
Corynebacterium bovis (+) LBUFRPE-03
Escherichia coli (-) LBUFRPE-04
Klebsiella sp.(-) LBUFRPE-01
Pseudomonas aeruginosa (-) LBUFRPE-02
Staphylococcus aureus (+) DAUFPE-01
Streptococcus sp . (+) UFPEDA-295
Fungi

Aspergillus niger URM-5238
Candida albicans URM-4388
Coletotrichum gloesporioides URM-4911
Trichoderma viride URM-3344

Sock cultures were maintained on Nutrient Agar medium (bacteria) and on Sabouraud Dextrose Agar
medium (fungi), at 4 °C. All microorganisms were obtained from clinical material and provided by
Departamento de Antibiéticos (DA), Qulture Colletions (URM), Departamento de Micologia,
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Brasil and Laborat6ério de bacterioses (LB), Universidade
Federal Rural de Pernambuco (UFRPE), Brasil. In vitro, antibacterial activity was determined by using
Nutrient Agar and Nutrient Broth (10 g peptone, 5 g yeast extract per liter of distilled water) and
antifungal activity was determined by using Sabouraud Dextrose Agar and Sabouraud Dextrose Broth

(10 g glucose, 10 g peptone per liter of distilled water). (+) Gram-positive and (-) Gram-negative.

Table 2
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Summary of CfePL purification

Protein

Sample Volume (ml) HA? SHA Purification
(mg/ml)

EP 57 43.2 2048 47 1

F80 20 17.4 2048 117 2.5

CfePL 12 0.1 512 5120 22*

#The lectin hemagglutinating activity (HA) was measured with glutaraldehyde
treated rabbit erythrocytes. Specific HA = SHA.

* |n relation to F80 (500 pl) applied in chitin column.

EP = extract of pod in NaCl 0.15 M

F80 = ammonium sulphate fraction (0-80%)

CfePL= Caesalpinia ferrea pod lectin

Table 3

Antimicrobial activity of CfePL
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Inhibition halo
Microorganism

(mm)*
Bacteria
Bacillus subtilis (+) 11.00 + 3.5
Bacillus sp. (+) 1125+ 1.7°
Corynebacterium bovis (+) 10.25 + 0.5
Escherichia coli (-) 16.75 £ 0.5%
Klebisiella sp.(-) 13.00 + 0.87
Staphylococcus aureus (+) 10.25 + 1.5
Streptococcus sp.(+) 13.75+ 3.3%
Fungi
Aspergillus niger 12.87 + 0.9
Candida albicans 08.62 + 0.3
Coletotrichum gloesporioides 17.25+ 1.5%
Trichoderma viride 1550 + 1.3%

# Mean of four assays.

Similar letters (a or b) mean p > 0.05; different letters (a and b) mean p < 0.05.

(+) Gram-positive and (-) Gram- negative
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4.2. Artigo 2: a ser submetido ao periddico Journal of Apllied Microbiology

Growth inhibition of Candida albicans by Caesalpinia ferrea Pod Lectin
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Abstract

Aims. The aim of this work was to investigate the effect of C. ferrea pod Lectin (CfePL) on
Candida albicans cell growth and respiration.

Methods and Results: An ammonium sulphate fractionation (F80), obtained by a Caesalpinia
ferrea Mart. ex. Tul. Var. ferrea pod extract in 0.15 M NaCl was chromatographed on chitin
column and adsorbed proteins (CfePL) were eluted with 1 M acetic acid (pH 4.0) diayzed
against 0.15 M NaCl (4 h, 4°C). CfePL (1.5 ug mi™) antifungal activity by diffusion disk assay,
as well as, the effect of CfePL (10, 25 and 40 pug mi™) on inhibition growth curve and cell and
mitochondrial respiration was performed. By diffusion assay it was observed C. albicans
inhibition growth with 8,5 mm halo. Partial inhibition of the yeast growth curve in presence of
CfePL at 10 and 25 pg mi™ was observed, while at 40 pg mi™ CfePL inhibited totally the C.
albicans growth. CfePL (25 and 40 ng/mL, after 2 h) induced 30% and 45% of cell and 45 %
and 90% of mitochondrial respiration inhibitions, respectively.

Conclusions: The new purified lectin (CfePL) inhibited C. albicans growth and reduced the C.
albicans cell and mitochondrial respiration.

Significance and Impact of the study: This study isthefirst report that showed the effect of a
lectin on C. albicans growth and respiration indicates the high potential use of the lectin for C.
albicans clinical and therapeutic applications.

Keywords: Caesalpinia ferrea lectin; antifungal lectin; Candida albicans; fungus.
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Introduction

Candidiase are common infections of the skin, oral, cavity, esophagus, gastrointestinal
tract, vulvovagina and vascular system, and have become a maor cause of mortality in
immunocompromised patients, including those with AIDS (Sanglard & Odds, 2002;
Georgopapadakou & Tkacz, 1995; Rex et al, 1993). The Candida genus is the main cause of
fungal infections in humans (Segal, 2005). Within years 2001 — 2003 a total of 2803, Candida
sp. stains were isolated from various tissues of patients in clinics hospital from the University
of Campinas, UNICAMP, Brazil. Among other species, 57% of the strains were identified C.
albicans (Annua Register of Mycoses, 2003). Currently chemotherapy against these fungi
suffers a number of deficiencies such as low specificity, toxicity, and drug resistance.
Mechanisms of action most of systemic antifungal agentsis related the reaction with ergosterol
(polyemic) or inhibit its synthesis (imidazoles and triazoles) (Diamond, 1991); however, there
isan alarming increase in resistance to fungal agents (Sanglard & Odds, 2002, Rex et al, 1995).
Therefore, it is very important to search for biological target that could be exploited for the
rational development of improved therapies.

Antifungal proteins and peptides as their names imply, serve a protective fungal
invasion. They are produced by a multitude of organism including leguminous flowering plant,
non-leguminous flowering plants, fungi, bacteria, insects and mammal (Ng, 2004). Drugs, as
statins, sinvastatin and atorvastatin that are very used to lower blood cholesterol levels were
tested in inhibiting the growth of Candida species and Aspergillus niger (Macreadie et al.,

2006).
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Lectins are sugar-specific binding proteins or glycoproteins with multiple combining
sites capable of agglutinating cells (Yang et al., 2007). They are present in wide variety of
organisms (Goldstein et al., 1986); a heterogeneous group of proteins or glycoproteins of non-
immune origin with the ability to bind (non-covaently) to specific saccharide structures
(Goldstein et al., 1980). Peptides and proteins have been evauated as antibiotics for control of
pathogens (Wang and Bunkers, 2000). Lectins have been considered as participants in plant
defense mechanisms (Gaidamashvili and van Staden, 2002; Freire et al., 2002).

Caesalpinia ferrea Mart. ex Tul. var. ferrea (Leguminosae) it's a tree that grows
throughout Brazil, especially in North and Northeast regions (Braganca, 1996; Lorenzi, 2002).
C. ferrea preparations are used popularly for treatment of a number of diseases such diabetes,
diarrhea, rheumatism, inflammation, pain, for cancer prevention and others (Babach, 1972;
Braganga, 1996; Hashimoto, 1996; Nakamura et al., 2002a; Gomes, 2003). Some of its
therapeutic properties have been studied, including its antitumor effect (Nakamura et al.,
2002a, 2002b).

Lectin activity was detected by hemagglutinating activity in C. ferrea pod. In the

present study we demonstrated the effect of C. ferrea lectin on C. albicans growth.

Materialsand Methods

L ectin purification

C. ferrea pods were harvested from plants at Ibimirim City, State of Pernambuco,
Northeast Brazil, washed with distilled water, pods, without seeds dried at room temperature
and powdered in amultiprocessor. A 10% (w/v) extract in 0.15 M NaCl was obtained by gentle

shaking for 16 h, at 4°C. The extract was passed through gauze, centrifuged 10.000 x g for 15
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min, and the supernatant mixed with activated charcoal, filtered and submitted to O to 80%
(w/v) ammonium sulphate fractionation (F 0-80%, F80) by addition of solid salt. After 4 h at
room temperature, the resuspended precipitate was dialyzed against distilled water followed by
0.15 M NaCl (F80). A sample (500 ul) of F80 (8.7 mg) was incubated (30 min) with chitin pre-
equilibrated with 0.15 M NaCl containing 0.04 mM MgCl, (NaCl/Mg) and applied to a
chromatographic column (5.0 x 1.5 cm). Proteins of each fraction were measured by absorbance
at 280 nm. Unbound proteins were washed with NaCl/Mg and adsorbed proteins were eluted
with 1.0 M NaCl containing 0.04 mM MgCI, followed by 1.0 M acetic acid. Fractions with HA,
eluted with acetic acid were bulked, dialyzed with 0.15 M NaCl (4 h, 4°C) (CfePL) and stored

at -20 °C.

Cell cultures and isolation of mitochondria

C. albicans ATCC90028 was obtained from the American type Culture Colletion. The
cells were cultured at 37 °C under vigorous aeration in YEPG medium. Mitochondria were
isolated and purified as described by Milani et al. (2001), using lyticase to digest the cell wall
then homogenizing the suspension and separating mitochondria through differentia
centrifugation. Cell and Mitochondrial protein concentration was determined by Biuret method

(Gornall et a., 1949).

Antifungal assay by disc diffusion method

CfePL antifungal activity was investigated by the disc diffusion method (Bauer et d.,
1966), performed in Sabouraud Dextrose Agar (SDA). Warmed medium (100 ml, 43 °C) and
0.5 ml of inoculum (10° CFU ml™) were added; the solution was distributed in sterile Petri

plates (90 X 15 mm) in portions of 10 ml and allowed to solidify. Following, 15 ul of CfePL
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solution (100 pug mi™) were impregnated on sterile paper discs with 6 mm diameter and placed
on agar. Discs containing 15 pl of sterile saline solution (0.9% w/v) and cyclohexamide (5 mg
ml™) were used as negative and positive controls, respectively. Plates were incubated at 28 °C
for 48 h. Antifungal activity is revealed by a transparent ring around the paper disc. Zones of
growth inhibition around discs were measured in mm. All determinations were made in
quadruplicate. The results were subjected to a one-way analysis of variance and the

significance between means determined by Tuckey’s (p > 0.05).

Candida albicans growth measurements

C. albicans cells were grown in YEPG medium at 37 ° C with 200 rpm shaking, in
absence or presence of different concentrations of CfePL (10, 25 and 40 pg ml™). Culture
aliquots were collected each hour and the optical density of suspension was measured at 530

nm using a Hitachi U- 3000 spectrophotometer.

O, consumption measur ements

Oxygen consumption was measured polarographically using a Clark-type electrode
(Hansatech instruments, Norfolk, England). Cells or Mitochondria were incubated in medium
(28 °C) containing 125 mM sucrose, 65mM KCI, 10 mM HEPES, pH 7.2, 2.5 mM KH,PO,,
1ImM MgCl,, 1% bovine serum albumin, 5SmMK-malate, 5mM K-piruvate and 5mM K-a-

ketoglutarate. Added 10, 25 and 40 pg mi™ CfePL concentrations.

Data analysis
Quantitative data were expressed as mean and standard error. Comparisons between

control and treaties were made with T-test for non-paired Student. Statistical significance was
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set at p <0.05. The data processing and statistical analysis were performed using Graph Pad

Prism ®, version 4.02.

Results

In order to evaluate the effect of CfePL on C. albicans growth the diffusion disk assay
and inhibition growth curve were performed. CfePL (1.5 ug) showed a halo of 08.62 + 0.3 mm
by the disk assay. The lectin a 10 ug ml™ not inhibited cell growth, however at 25 and 40 ug
ml * a partial and a complete inhibition growth, respectively, were observed, compared with
the control (Fig. 1).

We measured the oxygen consumption of the mitochondrial respiration in the presence
of CfePL at different concentrations. Figure 2 A, show, that the mitochondrial respiration,
maintained by substrates generators of NADH was the 28 nmols O, min* mg protein™;
decreased after CfePL addition to 14,7 and 2.7 nmols O, min™mg protein™ with an inhibition
of 45% and 90% at 25 and 40 pg ml™ concentrations respectively (Fig. 2 B). At 10 ug mi™ of
the lectin seemed to be a stimulation of the mitochondrial respiration.

Oxygen consumption of intact cells of C. albicans at 1, 2 and 3 h of incubations showed
that at 10 ug ml™* there was no change of the oxygen consumption in any incubation periods,
however at 25 and 40 ug ml™ there was a decrease, taking the best result at 2 h of incubation
(Fig. 3 A) with an inhibition of 30 and 45% respectively, compared with the control (Fig. 3 B).
The inhibition of respiratory activity of mitochondria isolated from mammalian (rat) by CfePL

was also evaluated with no change in the states 11 and IV of the mitochondria.
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Discussions

This study is the first to report that shows the decrease in the growth curve of C.
albicans as well as the inhibition of the C. albicans cellular and mitochondrial respiration by a
lectin.

Plant lectins showed antifungal action on fungi growth (Freire et al., 2002; Trindade et
al., 2006; Wong et al., 2008). Some of these lectins binding chitin and are small proteins (Parijs
et a., 1991; Parijs et al., 1992; Xu et a., 1998). Chrispeels and Raikhel (1991) suggested that
these small chitin-binding proteins cross-linked chitin preventing cell expansion at the tip of
the growing hyphae of fungi. CfePL is a binding-chitin lectin with 8 kDa similar to those
described in the literature (data not shows).

Ruy et al. (2006) showed the importance of the classical respiratory chain (CRC) for the
survival of the C. albicans cells when observed that the inhibitors such as rotenone (2 uM) did
not inhibit cell growth and that both (2 uM) Antimicina A (AA) and (1 mM) KCN significantly
inhibited cell growth. Milani et al. (2001) observed that these drugs partially and totally inhibit
the consumption of oxygen in Candida parapsilosis. The observation that CfePL did not
exercise any effect on respiratory activity of mitochondria isolated from mammalian (rat) is
very important. The saliva antifungal peptide, histatina-5, showed toxic action not only on C.
albicans mitochondria (Helmerhost et al, 2001). Also, Petruzelli et al. (2003) observed that
histatin-5 presented a toxicity to mammals mitochondriainvolving the inhibition of respiratory
activity and dissipation of transmembrane potential (AY), sharing similarities with to toxic

mechanisms operating in C. albicans. Another peptide, of human lactoferrin induced
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candidacidal activity due to release of intracellular calcium and its absorption by mitochondria
(Lupetti et al., 2004).

The decreased of the mitochondria respiration maintained by substrates generators of
NADH after CfePL (25 pug ml™) addition was similar to AA action which is a blocker of
complex |11 and the CRC, but has no effect on paralel respiratory chain (PAR), as observed by
Ruy et al. (2006). CfePL (40 ug ml™) seemed inhibited both CRC and PAR better than the
KCN inhibition, a terminal cytochrome oxidase inhibitor of both CRC and PAR as seen by
Ruy et a (2006). Guerin and Camoungrand (1994) and Milani et al. (2001) noted that to
Candida parapsilosis the oxygen can be reduced by three ways. CRC, PAR and aternative
oxidase (AOX).

In conclusion our results showed that CfePL, a chitin-binding lectin, inhibiting the
growth and cellular and mitochondrial respiration of C. albicans, with any changes to the
mammals mitochondrial respiration suggest that the lectin may be acting in PAR CRC ways

and can be used as an antifungal agent, principally in the C. albicans proliferation.
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Figure Legends

Figure 1 - C. albicans growth curve. C. albicans were cultured in complete liquid medium in
the absence (Control, ! ) or presence of 10 ug mi™ CfePL (#), 25 pg mi™ CfePL(A) or 40 ug
ml™ CfePL ('), as shown. Cell growth was monitored by optical density (O.D) measurements.
The results are representative of at least three independents and similar experimental

repetitions.

Figure 2 - Effect of CfePL on oxygen consumption of C. albicans mitochondria respiration
(A) and inhibition percentual (B). Isolated C. albicans mitochondria (0.5 ug ml™) were added
to 10 mm K-hepes, pH 7.2, containing 125 mm sucrose, 65mM KCI, 1mM MgCl,, 2.5 mM
KoHPO,, 1% BSA, 5mM K-malate, 5mM K-pyruvate and 5mM k-a-ketoglutarate. Untreated

C. albicans mitochondria (control).

Figure 3 - Effect of CfePL on oxygen consumption of C. albicans cell respiration at 25 pug mi™
and 40 pg mi™ of CfePL (A) and inhibition percentua at 25 pg mi™ and 40 pug mi™ at 25 pg
ml™* of CfePL (B). CfePL were added to intact cells suspended in complete medium, and O,
consumption was determined after 2 h. The results are averages + SEM O, consumption

relative to untreated cells (control) of at |east four independent experimental repetitions.
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4. 3. Artigo 3: a ser submetido ao periodico International Biodeterioration &

Biodegradation

I nsecticidal activity of Caesalpinia ferrea pod lectin on Nasutitermes corniger

(Isoptera: Termitidae)
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W Scientific relevance: Caesalpinia ferrea pod lectin (CfePL) is a protein obtained in
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tool that can be applied in the termite control
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Abstract

Caesalpinia ferrea is a very hardwood with long durability widely used in construction and
shipbuilding, whose fruits, utilized in popular medicine, are being noted by its hardness and
smell pleasant and peculiar. C. ferrea pod lectin (CfePL) was isolated through chitin
chromatography and characterized as a pure lectin through AKTA purifier and HPLC systems
and analysed for the presence of non-protein contaminants and evaluated by insecticidal and
repellent assays on Nasutitermes corniger. Lectin activity was inhibited by N-
acetylglucosamine monosaccharide and glycoproteins from rabbit and bovine serum. CfePL
was free of secondary plant metabolites that can promote insect mortality. CfePL in al
concentrations induced mortality of termites. CfePL was submitted to trypsin or chymotrypsin
treatment and remained active after incubation with these serine proteases. CfePL L Csp values,
after 4 days, were 0.176 mg ml™ and 0.764 for workers and soldiers, respectively. Repellence
assay indicated that the lectin did not induce a rejection effect. CfePL, a lectin obtained in
guantities of milligrams for a simple and reproducible protocol from C. ferrea pods, material
abundance, of easily accessible and low cost, presents termiticidal activity of economic interest

to wooden industry or agriculture.

Keywords: Caesalpinia ferrea, pod lectin, legume lectin, Nasutitermes corniger, termite.
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I ntroduction

The termite are socia insects and predominantly tropical and constitute the order
Isoptera, so hot and humid climates such as Brazil are favorable for its growth (Duarte et al.,
2008). They are the most severe destructive agents of wood (Paes e Vital 2000), however, the
underground, are responsible for larger amounts of losses of wood in the world (Hunt e Garrat,
1967, Richardson, 1993). The degradation of wood caused by termites is economically one of
the biggest problems of using same (Deka et al., 2002; Cheng et al., 2007).

Termites play a key role in tropical ecosystem, as they actively participate in
decomposition and cycling of nutrients in natural systems (Costa-Leonardo, 2002; Duarte et
al., 2008). The family Termitidae is the most important and abundant species in the world, with
about 75% of all termites (Constantino, 2002; Berti Filho, 1993; inward et al., 2007) and the
subfamily Nasutitermitinae is the most diversified group in Isoptera (Kambhampati and
Eggleton, 2000). The genus Nasutitermes are able to invade the urban and destroy objects
made of wood (Duarte et a., 2008) and feeds mainly on wood and builds arboreal carton nests
at several meters height, which are connected to the ground by galleries (i.e. artificial tunnels)
along the tree trunk (Krauss et a., 2005). Nasutitermes corniger is the most dominant species
of this genus and more distributed (Scheffrahm et al., 2005).

The plants develop mechanisms of defense against microorganisms, insects, and
herbivores or in responses to abiotic stress. They use various forms of defense among which,

the morphological changes and chemical defense that include primary metabolites (e.g.
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proteinase, thionins, lectins) and secondary metabolites (e.g. alkaloids, tannins and rotenoids)
(Chrispeels and Raikhel, 1991, Peumans and Van Damme, 1995).

Lectins are proteins or glycoproteins of ubiquitous distribution in nature, wich have at
least one carbohydrate or derivative binding site without catalytic function or immunological
characteristics (Sharon and Lis, 2001). Due to this feature the lectins shown to be important
tools for research in various campuses of science, particularly chemical processes, medical and
biological. Severa lectins have revealed effects in different life stages of insects that indicate
insecticidal activity against Coleoptera (Macedo et a., 2002; Sadeghi et a., 2006), Homoptera
(Dutta et a., 2005), Diptera (Kaur et al., 2006), Coleoptera and Lepidoptera (Macedo et a.,
2007), Isoptera (Sa et al., 2008a, Silvaet a., 2008) and other order insect representatives.

Caesalpinia ferrea Mart. is a legume broadly distributed at North and Northest region
of Brazil and islocally known as Juc or Pau-ferro (iron-wood). Itswood is very hard and very
heavy, with long natural durability, keeping it perfect for long years, even in water (Santos,
1987). The tree is widely used in streets and squares a forestation and landscaping and their
fruits are popularly used in medicinal, apiculture and fodder applications (Rizzini and Mors,
1995).

Lectin activity was detected in C. ferrea pod (CfePL), a new legume lectin that has
been purified in your laboratory; it’s a thermostable lectin, with a potent antimicrobial activity.

In this work we propose CfePL a pure lectin with insecticidal activity against N.

corniger.
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2. Material and methods

2. 1. Lectin purification

C. ferrea pods were harvested from plants at Ibimirim City, State of Pernambuco,
Northeast Brazil. C. ferrea pod lectin (CfePL) was obtained through a sequential purification
protocol. Pods were washed with distilled water, pods, without seeds dried a room
temperature, powdered in a multiprocessor and a 10 % (w/v) extract in 0.15 M NaCl was
obtained by gentle shaking for 16 h, at 4 °C. The extract was passed through gauze, centrifuged
10.000 x g for 15 min, filtered and submitted to O to 80 % (w/v) ammonium sulphate
fractionation (F 0-80 %, F80) by addition of solid salt. After 4 h at room temperature, the
resuspended precipitate was dialyzed against distilled water followed by 0.15 M NaCl (F80). A
sample of F80 (8.7 mg / 500 pl) was incubated (30 min) with chitin pre-equilibrated with 0.15
M NaCl containing 0.04 mM MgCl, (NaCl/Mg) and applied to a chromatographic column (5.0
x 1.5 cm). Proteins of each fraction were measured by absorbance at 280 nm. Unbound
proteins were washed with NaCl/Mg and adsorbed proteins were eluted with 1.0 M NaCl
containing 0.04 mM MgCI, followed by 1.0 M acetic acid. Fractions with high activity, eluted
with acetic acid were bulked, dialyzed with 0.15 M NaCl (CfePL) and stored at -20 °C. CfePL
obtained in the purification process had their hemagglutinating activity (HA) evaluated with
2.5 % (v/v) glutaraldehyde-treated erythrocyte suspension in 0.15 M NaCl (Bing et al., 1967)

according to Correia and Coelho (1995). HA (titer) was defined as the lowest dilution of the
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sample that showed hemagglutination. HA inhibition assays were performed with 200 mM N-

acetylglucosamine and 0.5 mg ml™ solution of glycoproteins from rabbit and bovine serum.

2.2. Effect of proteolytics enzymes on CfePL HA

The assay was made according to Rios et al. (1996). CfePL (7.7 ug) was incubated
(37°C, 2 h) with bovine trypsin (5.0 pug) or chymotrypsin (5.0pg) in 0.1 M Tris-HCI, pH 8.2
(50ul) and the enzyme reaction was stopped by addition (13 pl) of
phenylmethylsulponylfluoride (PMSF) in 0.1 M Tris-HCI, buffer pH 8.2 at 3:1 proportion 9

(v/v). The effect of enzymes on CfePL was evaluated by measurement of HA.

2.3. Phytochemical analyis

Theisolated lectin (15 ml containing 15 mg of protein) was submitted to phytochemical
evauation using silica gel TLC sheets (Merck, Germany). Different systems of development
and adequate visualization techniques were used: 1% iron alum for hydrolisable tannins
(Stiasny, 1912); vanillin—hydrochloric acid for condensed tannins and leucoanthocyanidins
(Robertson et a., 1957); Dragendorff’s reagent for alkaloids (Wagner and Bladt, 1996);
sulphuric vanillin for terpenes and iridoids (Wagner and Bladt, 1996); Lieberman-Burchard
reagent for steroids (Harbone,1991); anisaldehyde for saponins (Wagner and Bladt, 1996);
Neu's reagent for gallic acid (Neu, 1956) and flavonoids (Markhan, 1982); and UV light for

coumarins (Wagner and Bladt, 1996).
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2.4. Insecticidal assay

Termites species N. corniger was identified by Dr. Luiz Roberto Fontes
(Superintendéncia de Controle de Endemias, SUCEN, Brasil). Termite colonies were
maintained in the vegetation house at the Departamento de Agronomia of Universidade Federa
Rural de Pernambuco (UFRPE).

Insecticidal activity was evaluated by a bioassay based on the method described by
Kang et a. (1990). Each experimental unit consisted of a Petri plate (90 x 15 mm) with the
deep plate covered by filter paper. A filter paper disk of 4 cm diameter soaked with 200 ul of
lectin (0.1, 0.2, 0.5, 0.8 or 1 mg ml™Y) or 0.15 M NaCl (negative control) solutions was put in
each plate. A total of 20 active termites (workers and soldiers, in the proportion of 4:1,
respectively) were transferred to each plate. Plates were maintained at 28 °C in darkness.
Evaluation of insect survival was made daily until the death of all insects. Bioassay was
achieved in quintuplicate and survival rates were obtained for each treatment and expressed as
mean +SD. Student’s t-test was established using Origin™ 6.0 (Microcal, USA). Significant
differences between groups were at p< 0.05.

The concentration required to kill 50% of insects in each treatment (L C50) after 4 days

by Probit Analysis method (Statplus, 2006) with areliability interval of 95%.

2. 5. Repellence assay

The potential repellent property from CfePL was evaluated using an assay based on Su
et a. (1982). Petri plates (100 x 15 mm) were filled up with 2% agar solution until there was

no space between the superior surface of agar and plate covers. After solidification, wells are
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made in the agar by removal of a central cylinder 25 mm in diameter and eight peripheral
cylinders (6 mm diameter). In each peripheral well a filter paper soaked with 15 pl of lectin
(0.2, 0.5, 0.8 and 1 mg mi™) or 0.15 M NaCl (negative control) solutions was placed. Each
treatment solution was present in duplicate in a plate. Termites (16 workers and 4 soldiers)
were then transferred to the central well. Assays were made in triplicate. The plates were
maintained at 28 °C in darkness and followed for 15 days for the following: absence or
presence of termitesin lectin and 0.15 M NaCl treated wells, standards of tunnel construction

in agar, and closing by insects of constructed galleries.

3. Resaults

A quantity 10 g from C. ferrea pod allowed to obtain 48 mg of pure CfePL thought a
simple established protocol. CfePL is a thermostable lectin and the reasonable stability with
respect to pH variations. Proteolytic treatment of CfePL with either trypsin or chymotrypsin
did not eliminate HA.

Isolated lectin sample was submitted to TLC to evaluate the presence of non- protein
contaminant. The chromatograms revealed a total absence of metabolites secondary as
flavonoids, condensed proanthocyanidins, leucoanthocyanidins, alkalis, polyphenols, cumarins,
ciamic derivates, hydrolysable tannins, saponins, steroids, iridoids and terpenes.

CfePL free of secondary metabolite was evaluated on N. corniger. Contact with the
lectin in all concentrations induced mortality of termites. The treatments with the lectin
concentration (0.5, 0.8 and 1 mg ml™) induced death of all insects after 7 days while 0.1 and O.
2 mg ml™ concentrations promoted 100% mortality after 13 days for workers (Fig. 1). The 0.8

and 1 mg ml™ concentrations promoted a survival rate of 50% on the 2 day while 0.1, 0.2 and
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0.5 mg mi™* concentrations did so on the 3 day. In negative control 100% mortality was
observed after 19 days and survival rate was lower than 50% around 8 days.

Results with all lectin treatment for workers showed statistically significant difference
in relation to control. LCso of 0.176 mg ml™ was determined after 4 days. CfePL treatment at
1mg mi™ induced death of all soldiers after 8 days. Mortality 100% was promoted by treatment
with CfePL at 0.8 and 0.5 mg ml™ after 9 days; 0.2 and 0.1 mg ml™ after 11days (Fig. 2).
Survival rate 50 % was observed around 4, 4, 4, 7, 7 days for treatments with 1, 0.8, 0.5, 0.2
and 0.1 mg ml™, respectively. LCs; value for soldiers was 0.764 mg ml™, also after 4 days. In
negative control 100% mortality was observed after 18 days and survival rate of 50% after 12
days. Statistical analysis using Student’s t-test (p< 0.05) showed that result were significantly
different.

Construction of tunnels toward lectin and control was observed by the repellency assay.
The termite tunnels opened up but not closed in both directions toward the lectin as the control.

Indicating that the lectin had no repellent effect.

Discussion

Different C. ferrea tissues have been used in several biological activities as anti-fungal,
anti-ulcer, analgesic (Limaet al., 1994; Bacchi et al., 1995; Carvalho et a., 1996; Thomas et a.,
1988); their fruits have been used for popular treatment of diabetes (Balbach, 1972).

The simple and efficient protocol used to isolated CfePL in this work yielded milligram
guantities of lectin (48 mg from 10 g of pod flour) and high HA stimulating evaluation of lectin

as a bioactive component of pod.
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CfePL showed to be free of secondary metabolites, compounds that can be responsible
for insecticidal activity in preparations obtained from plants. The absence of secondary
metabolites in CfePL, indicated that in the termiticidal activity detected had no interference of
these compounds suggesting thermiticidal action of lectin.

CfePL wastoxic on termitesin all tested concentrations since the time of life for insects
in contact with lectin was reduced regarding negative control. Sa et a. (2008a) reported that
lectin from M.urundeuva heartwood (MuHL) showed L Csp of 0.248 mg ml™ and 0.199 mg ml™
on N. corniger wolkers and soldiers, after 4 days, respectively and Silva et a. (2008) reported
that lectin from Cladonia verticillaris lichen (ClavelLL) showed LCs, of 0.196 mg ml™ and 0.5
mg mi™ on N. corniger wolkers and soldiers, after 12 and 10 days, respectively. LCs, for
CfePL was calculated after 4 days.

LCso values showed that CfePL was less effective on soldiers than MuHL but a little
more efficient on workers. Similarly MuHL and ClavelL, termidicidal effect of CfePL yielded
different LCs values for soldiers and workers cast but, on the other hand, CfePL was more
effective on workers similar to ClaveL L but with a 10 times lower concentration (Silva et d.,
2008); MuHL was more toxic for soldiers (Sa et a., 2008a). CfePL, as well as MuHL,
ClaveLL and other lectins with insecticidal properties, showed affinity to N-acetyl-D-
glucosamine and also was adsorbed on chitin matrix. In insects, the perithrophic matrix
constitutes a membrane found in the midgut containing chitin, which separates the contents of
the gut lumen from the digestive epithelial cells (Silva et al., 2008). Lectins able to bind N-
acetylglusamine or chitin showed insecticidal effect on Aedes aegypti (S4 et al., 2008b),
Collosobruchus maculatus and Zabrotes subfaciatus (Macedo et al., 2002), Drosophila

melanogaster (Trigueiros et al., 2003) and Anagasta kuehniella (Coelho et al., 2007).
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CfePL was active after incubation with bovine trypsin similar of MuHL (S4 et d.,
20084). The detection of HA after contact with proteases similar to those forms found in the
digestive system of insects is an interesting CfePL feature as refereed to insecticidal Annona
coriacea and Bauhinia monandra lectins which were resistant to digestion by trypsin (Coelho
et a., 2007, Macedo et al., 2007). Sa et a (2008 a) suggested that the termiticidal tract effect of
MuHL may be due to lectin action on digestive tract of termites and showed that this lectin is
resistant to proteolytic degradation by trypsin.

Bioassays are used to analyze the effect of plant lectins, with the inclusion of lectinsin
artificial diets and offered to insects has been suggested that the toxic action of the lectin is
related to the connection glycoproteins present in the gut of insects (Macedo et a., 2007).

Is still unknown and the mechanism of action of lectins against insects, but it is likely
that they are involved in linking the glycoproteins of the midgut epithelium cells (Sauvion et
al., 2004) may be related to proteolytic enzymes and proteins in the assimilated lectins which
can interfere with their functions, inhibiting digestion and absorption and causing the
deprivation nuticional (Leite et a., 2005; Coelho et a., 2007) among other proposed
mechanisms. CfePL may be promoting the mortality of termites through one of these
mechanisms already proposed for them lectins.

Termites are insects that have the ability to build tunnels and galleries and on stress
condition at the presence of possible toxic substances they can react closing these spaces to
avoid physical contact (Su et al., 1982). The investigation of repellent activity revealed that
CfePL did not have repellent property on termites, suggesting that insecticidal activity was due
to direct action of lectin. Similarly to CfePL, MuHL and ClaveLL did not show repellent

properties (Sa et al., 2008a; Silvaet al., 2008).
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C. ferrea pod lectin (CfePL) is a novel lectin obtained by a simple purification

protocol, in milligram quantities which potential action against N. corniger.
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Figure captions

Fig 1. Suvival rat % of Nasutitermes corniger workersin presence of CfePL. Treatment was at
1(A),0.8(} ), 0.5(#), 0.2 (o) and 0.1 (-) mg ml; 0.15 M was used as negative control (o). Each

point represents the mean of five repetitions.

Fig 2. Effect of CfePL on Nasutitermes corniger soldiers. Treatment was lectin at

concentrations of 0.1 (} ), 0.2 (-), 0.5 (o), 0.8 (¢), and 1 mg ml (A); 0.15 M NaCL was used as

negative control (o). Each point represents the mean of five experiments.
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5. CONCLUSOES

- Umalectina foi purificada da vagem de Caesalpinia ferrea (CfePL) através de um protocolo
simples. Cromatografias em quitina isolaram 48mg de CfePL presente na fragcdo protéica

(F80), obtida do extrato bruto de apenas 10 g da vagem;
- CfePL néo é especifica para eritrocitos humanos, € termoestavel , € estimulada pela presenca
de fons (Ca®* e Mg?"), é resistente a enzimas proteoliticas e é sensivel a variacdes nos extremos

de pH;

- CfePL, uma proteina béasica, possui baixa massa molecular (8 kDa), forte carater hidrofobico

e perfil homogéneo por eletroforese e cromatografias em FPLC e HPLC;

- CfePL é uma amostra lectinica livre de metabdlitos secundarios, com afinidade por N-acetil-

D-glicosamina e, especialmente, glicoproteinas;

- CfePL apresentou atividade antibacteriana e antifiingica de amplo espectro, podendo ser

considerada um potente agente antimicrobiano;

- CfePL em baixas concentragOes atuou como inibidor do crescimento celular, da respiragéo

celular e mitocondrial de Candida albicans;

- CfePL apresentou acdo inseticida contra Nasutitermes corniger, uma espécie de cupins que

ataca madeiras;

- CfePL ndo possui acdo repelente sobre Nasutitermes corniger indicando que a atividade

inseticida ocorreu devido aingestéo do papel contento a lectina.
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