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Resumo

Este trabalho trata da extragdo de uma lectina da entrecasca de Sideroxylon obtusifolium
utilizando planejamento fatorial completo seguido da purificagdo da lectina através de
fracionamento salino e cromatografia de afinidade em quitina, além da caracterizacao
parcial e avaliacdao da atividade antimicrobiana. Os resultados revelaram que as melhores
condi¢des de extracdo, obtidas através do planejamento fatorial 2* + 4 pontos centrais, foi a
na temperatura de 4°C, com tempo de extracdo de 4h, em pH 6,0 e com a concentracao de
NaCl 0,15 M. A partir destes dados, extragcdes em tampao citrato fosfato e fosfato de sodio,
na faixa de pH (6,0 a 7,5) foram efetuados sendo selecionada a extragdo em tampao citrato
fosfato, pH 6,5; o qual apresentou melhor atividade hemaglutinante especifica (AHE) com
eritrocitos de coelho. O fracionamento salino revelou que a fragdo 60-80% (F60-80) foi a
que apresentou a maior AHE, a qual foi parcialmente inibida por glicose e totalmente
inibida por N-acetil-D-glicosamina. A lectina denominada SoBL (Sideroxylon Obtusifolium
Bark Lectin) foi obtida da cromatografia em quitina ap6s elui¢do com acido acético 1 M.
SoBL ¢ uma proteina termoestavel, mantendo sua AH até 100°C, apds 30 min de
aquecimento. A avaliagdo da estabilidade frente a diferentes valores de pH indicou que a
lectina apresentou maior AH no pH de 5,0. SDS-PAGE mostrou que SoBL ¢ uma lectina de
baixa massa molecular (6,0 kDa) e ndo glicosilada. SoBL (40ung) ndo inibiu o crescimento
das bactérias Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
pseudomonas aeroginosa e Klebsiela pneumoniae e dos fungos do género Fusarium. Em
conclusdo, uma lectina termoestavel e de baixa massa molecular foi obtida da entrecasca de
S. obtusifolium por cromatografia de afinidade em quitina, a qual aparentemente, ndo
apresentou atividade antimicrobiana.

Palavras-chave: Planejamento Fatorial; lectina; Sideroxylon obtusifolium; atividade
antimicrobiana.
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Abstract

This work aims to extract a lectin from Sideroxylon obtusifolium bark using complete
factorial design followed by purification of the lectin by salt fractionation and affinity
chromatography on chitin, as well as partial characterization and evaluation of the
antimicrobial activity. The results showed that the improved extraction conditions, obtained
by factorial design of 2* + 4 central points, was in extraction time of 4 hours at 4 °C, in pH
6.0 with NaCl concentration of 0.15 M. In brief, extractions were made in citrate phosphate
and sodium phosphate buffers, with pH ranging from 6.0 to 7.5. Selected extraction was in
phosphate citrate buffer (pH 6.5) which showed better specific hemagglutinating activity
(SHA) using rabbit erythrocytes. Salt fractionation revealed that the fraction 60-80% (F60-
80) had the highest SHA, which was partially inhibited by glucose and completely inhibited
by N-acetyl-D-glucosamine. The SoBL (Sideroxylon obtusifolium bark lectin) was obtained
by chromatography on chitin after elution with acetic acid 1 M. SoBL is thermostable,
maintaining their HA at 100°C after 30 min of heating. The evaluation of stability against
different pH values indicated that the lectin showed higher HA in pH 5.0. SoBL showed a
single band of 6.0 kDa and is a glycoprotein by SDS-PAGE. SoBL (40ug) did not inhibit
microbial growth of Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeroginosa and Klebsiella pneumoniae; no inhibited the growth of fungi of
the genus Fusarium. In conclusion, a thermostable lectin was obtained from the bark of S.
obtusifolium by affinity chromatography on chitin, which apparently does not showed
antimicrobial activity.

Keywords: factorial design; lectin; Sideroxylon obtusifolium; antimicrobial activity.
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1. INTRODUCAO

1.1 Historico das lectinas

A ocorréncia na natureza de proteinas que aglutina hemacias € conhecida desde o fim do
século XIX. Acredita-se que a primeira descricdo de hemaglutininas foi feita por Stillmark
em sua tese de doutoramento apresentado em 1888 (FRANZ, 1988). Esta hemaglutinina,
altamente toxica, foi isolada a partir de sementes de mamona (Ricinus communis) e foi
denominada de ricina. Posteriormente, descobriu-se a presenga de uma outra hemaglutinina
toxica, a abrina, nos extratos do feijdo Abrus precatorius (jequiriti). Ricina e abrina logo se
tornaram comercialmente disponivel, o que levou a estimular sua aplicacdo como modelos
antigénicos para estudos imunoldgicos Ap6s mais de um século de pesquisas, as lectinas
tornaram-se imprescindiveis ferramentas bioldgicas, especialmente por sua aplicabilidade
em biotecnologia (SHARON & LIS, 2004). Os primeiros resultados obtidos por Stillmark
indicaram propriedades seletivas da ricina, induzida por diferencas na aglutinagdo dos
globulos vermelhos de distintos animais. Essa observagao foi confirmada e ampliada por
Karl Landsteiner, quase uma década mais tarde, ao relatar que as atividades relativas a
hemaglutinacao de extratos de sementes diversas, foram bastante diferentes, quando testado
com hemacias de diferentes animais (Landsteiner & Raubitschek, 1907). Devido a esta
especificidade, Landsteiner concluiu que as acgdes de hemaglutininas de  planta
assemelhavam-se a reacdes de anticorpos em todos os fundamentos". Portanto, estas
proteinas foram usadas para ilustrar o conceito de especificidade no capitulo introdutoério do
seu livro classico - A Especificidade das Reac¢des Soroldgicos - (1936).

Em 1919, James B. Sumner isolou do feijao (Canavalia ensiformis) uma proteina que
ele nomeou de concanavalina A e desta forma obteve pela primeira vez uma hemaglutinina
pura. No entanto, quase duas décadas se passaram antes de Sumner e Howell (1936)
relatarem que concanavalina A aglutinava células, como hemacias e leveduras e também
precipita glicogénio em solug@o. Eles também mostraram que a hemaglutinacdo foi inibida
pela sacarose, demonstrando pela primeira vez, a especificidade das lectinas por agulcar.
Baseado nessa observacdao, eles sugeriram que a hemaglutinagdo induzida por
concanavalina A pode ser conseqiiéncia de uma reagao com carboidratos na superficie das

células vermelhas.
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Duas importantes descobertas ocorreram no inicio da década de 1960, a primeira
delas foi a descoberta de que a lectina do feijado vermelho (Phaseolus vulgaris), conhecido
como fitohemagglutinina (PHA), tinha a capacidade de estimular os linfocitos a sofrem
mitose Esta descoberta teve um impacto revolucionario sobre a imunologia. Dentro de
pouco tempo, vdarias outras lectinas mostraram atividade mitogénica. De especial
importancia foi a constatagdo de que concanavalina A age como um mitégeno e pode ser
inibida por baixas concentra¢des de monossacarideos, por exemplo, manose. Esta
descoberta prova de que a estimulacdo mitogénica ¢ o resultado da ligacdo de lectinas a
agucares na superficie dos linfocitos. Lectinas mitogénica logo se tornaram ferramentas
para o estudo da transmissdo de sinal para as células e para a analise dos eventos
bioquimicos que ocorrem durante a estimulacdo de linfocitos in vitro (SHARON e LIS,
2004). Como conseqiiéncia destes estudos e através do estimulo de PHA em meio
condicionado de linfocitos humanos normais, descobriu-se o fator de crescimento de
células T, agora conhecido como interleucina-II (MORGAN et al., 1976).

A segunda descoberta foi com a aglutinina de germe de trigo (WGA), a qual tem a
capacidade de aglutinar preferencialmente células malignas (AUB et al. 1963, 1965). Esta
caracteristica foi também percebida com outras lectinas como a concanavalina A ¢ a
aglutinina de soja (SBA). Tais investigacdes forneceram provas que alteragdes nos acuicares
da superficie celular estdo associadas com o desenvolvimento do cancer e levou a
suposicdo de que a alta suscetibilidade de aglutinagdo pelas lectinas foi uma propriedade
compartilhada por todas as linhagens de células malignas. Atualmente sabe-se que isto ndo
¢ uma verdade generalizada.

Embora amplamente demonstrado que ocorrem nas plantas e, com certa restri¢ao,
também em invertebrados, poucas lectinas foram isoladas até o inicio dos anos 1970, e
atraiam pouca atencao, apenas trés destas (de enguias, caracol, e do caranguejo-ferradura)
foram isoladas e caracterizadas. A primeira lectina de animal purificada e especifica para L-
fucose, foi isolada da enguia (WATKINS & MORGAN, 1952). O isolamento em 1974, da
primeira lectina de mamifero, um receptor asialoglicoproteina hepatico, especifica para
galactose, foi o resultado da investigacdo dos mecanismos que controlam a vida de
glicoproteinas na circulagdo sanguinea, estudado por Anatol G. Morell (HUDGIN et al.,
1974; STOCKERT et al., 1974). Em estudos paralelos relatou-se o isolamento do primeiro

15



Santana, M. F uso de planejamento fatorial...

membro da familia das B-lectinas galactose-especificas, da enguia elétrica, designado
galectinas (BARONDES et al., 1994), dos quais mais de uma dizia de membros que até
agora foram caracterizadas (TEICHBERG et al., 1975).

O ritmo do isolamento das lectinas aumentou dramaticamente com a introducdo da
cromatografia de afinidade para a purificacdo das mesmas, originalmente pelo isolamento
de concanavalina A por dextrana imobilizada (Sephadex) através de estudos pioneiros de
Goldstein (AGRAWAL & GOLDSTEIN, 1967). Desde o inicio da década de 1980, o
numero de lectinas animais purificadas cresceu rapidamente, em grande parte, gragas ao
advento das técnicas de recombinagdo. No final da década de 1980, um numero
considerdvel de informagdes se tornou disponiveis, apdés o advento de técnicas como,
cristalografia de raios X e mutagénese localizada e dirigida. Concluiu-se dessa forma, que
as lectinas reconhecem acucares de diversas maneiras, assim como outras proteinas
reconhecem seus ligantes (SHARON, 1993).

Os estudos com lectinas comecaram a se tornar alvo de maior atengdo com a
demonstracdo de que as lectinas sdo ferramentas extremamente Uteis para a investigagao de
carboidratos na superficie das células, indicando as alteragdes que estas sofrem por
malignidade, bem como para o isolamento e caracterizacdo de glicoproteinas. Nos anos
subseqiientes, numerosas lectinas tem sido extraida a partir de plantas, bem como a partir
de microrganismos e animais, e durante as duas ultimas décadas, as estruturas de centenas
deles foram estabelecidas. Paralelamente, foi demonstrado que as lectinas funcionam como
moléculas de reconhecimento de célula-molécula e interagdes célula-célula em uma
variedade de sistemas biologicos (SHARON e LIS, 2004).

Desta forma, as lectinas de plantas sdo importantes ferramentas em glicobiologia e
glicobioquimica devido a multiplicidade de eventos que se pode conhecer em fungao da sua
habilidade. Esta habilidade s¢ foi devidamente explorada segundo sua importancia quando
a comunidade cientifica se deu conta que os oligossacarideos compreendem um
extraordindrio sistema de armazenagem de informacdo de alta densidade, constituindo o
codigo do acucar (GABIUS et al. 2002). A partir dai, as lectinas t€ém sido largamente
utilizada na investigacdo estrutural e funcional de carboidratos complexos, glicoproteinas e
para examinar mudancgas decorrentes de processos fisiologicos e patologicos na superficie

celular. Portanto, o desenvolvimento da glicociéncia sempre estard atrelado as lectinas.
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1.2 Conceito

As lectinas consistem em uma classe de proteinas de origem ndo-imunoldgica. de
distribuicdo ubiqua na natureza e que reconhecem carboidratos livres ou ligados a
superficies celulares através de sitios de ligagdo nos quais a hidrofobicidade ¢ a principal
forga de interagdo (GOLDSTEIN et al.,1980; KENNEDY et al., 1995; PEUMANS & VAN
DAMME, 1995; CORREIA et al.,, 2008). Tém capacidade de aglutinar células e/ou
precipitar glicoconjugados devido a sua capacidade especifica de reconhecimento e ligagao
sem, entretanto, alterar a estrutura de nenhum ligante (GOLDSTEIN et al., 1978; LIENER
et al, 1986). A dificuldade de definir lectinas deve-se ao fato de sua grande variagdo no
nimero e na distribuicdo dos sitios de ligagdo para carboidrato, de sitios de ligacdo de
carboidrato por subunidade, e no nimero de subunidade, levando a uma diversidade no

nivel de organizagao estrutural.

1.2.1 Classificagdo

1.2.1.1 Subdivisdes das lectinas de acordo com a ocorréncia e especificidade

Dentre o grande nimero de lectinas ja conhecidas, percebe-se que hd uma grande
variedade de especificidade tanto para mono como para oligossacarideos. Desta forma, a
especificidade oligossacaridea tem sido definida para aquelas lectinas que ndo sejam
inibidas por monossacarideos, podendo, entdo classificar as lectinas ndo especificas para o
sistema ABO como proteinas que apresentam especificidade mono e/ou oligossacaridica.
Os sitios de ligagao de carboidratos em lectinas reconhecem o carboidrato ligante, e a ele se
ajustam basicamente como o modelo chave-fechadura (KENNEDY et al., 1995).

De acordo com Sharon (Sharon & Lis, 2004), lectinas de plantas e animais
demonstram caracteristicas estruturais, composi¢do da estrutura primaria e nivel de
glicosilagdo distintos. Entretanto, ambas podem ser reunidas e classificadas com base na

especificidade para carboidratos, estrutura molecular e ocorréncia.
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Tabela 1 - Familias de lectinas de plantas e animais

S par fiiia Famile Eapuciichidine Lecine Refwncks
Latisade CGlinence divemos mj:mm Carmise Codha, 1995
Leotina de focas
it Ao Eiraira sl Wien Tverwres et ol | 194908
Loctim da vogolis | Inasline relacionades. | Gcence divence mﬁwra Van Damms ct ol 1998
Ligndores e mation
(hoveine, BT tipaze | (BNAke | Heimdb Bt e | v pyryy o 4. 199
manoriledfiniag) Barnes
Samaraathoces Sall{AD ACA Yan Immm: ctal., 1998
Taatine Hinky-Lowia” P Edaatine Moo st el 1952
Lentines Fp € Colertiony I""'"[;Id" — Ewweski il | 1978
Lot andenitl ass. . . . Sharon end Lis, 004
Peniraxiras Dricksmey, 1958
Laclins tipe P Racopior mesn-5P Alruwe-0F — Hofileck ¢ Konield, 1965
Lectrms dipo 5 Gl potinn: F-gelncivaldes Cleetine-1 Barareles ehal | 1954
Lolivma tipo M —_— ' ] 1 Ttiom o o, 1999
& Spimtime® __ Klimes aomplens} _ Ginkoudeis (Al ook ot ol 1954

GalNAc, N-acetilgalactosamina; GlcNAc, N-acetilglicosamina; X NeuAca(2-3)GalB(1-4)[Fuca(1-3)]GIlcNAc;
* Esta familia de lectina Ig conjugadas ligantes de 4cido sialico, um membro da Superfamilia Ig
(SHARON AND T.1IS. 2004)

1.2.1.2 - Subdivis6es de lectinas vegetais de acordo com a estrutura

Segundo Van Damme et al (1996), as lectinas vegetais podem ser classificadas de
acordo com a caracteristica estrutural em:

- merolectinas - s3o monovalentes e, por isso, ndo precipitam glicoconjugados ou
aglutinam células. Sao representadas pela familia da heveina;

- hololectinas - possuem dois ou mais sitios de ligacdo a carboidratos que sdo
idénticos ou muito semelhantes; esse grupo compreende as lectinas que sdo capazes de
aglutinar células e/ou precipitar glicoconjugados;

- quimerolectinas - sdo proteinas com um ou mais sitios de ligagdo a carboidratos e
um dominio ndo relacionado. Esse dominio diferente pode ter atividade enzimatica bem
definida, ou outra atividade bioldgica, mas age independentemente do dominio ligante a
carboidrato. Assim representadas pelos grupos RIPs tipo 2 e quitinase de plantas tipo I;

- superlectinas - sdo proteinas com dois dominios de ligacdo a carboidratos. Esse
pode ser considerado um grupo especial de quimerolectinas, consistindo de dois dominios

estrutural e funcionalmente diferentes de ligagdo a carboidratos, como a lectina TGL da
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tulipa gesneriana L., que sdo formados por dois dominios de ligagdo a carboidrato, que

reconhecem D-manose e L-fucose, respectivamente.

1.2.2 Lectinas de plantas (familias)

1.2.2.1 Lectinas de leguminosa

Esta familia ¢ encontrada exclusivamente em leguminosa (Sharon & Lis, 2002).
Todas sdao homologas no nivel molecular, mas mostram variagdo na especificidade ao
carboidrato. Essa ampla especificidade certamente contribui para o sucesso dessa familia de
lectinas como ferramenta biotecnologica. Algumas lectinas estdo envolvidas na simbiose
entre legumes e a fixagdo de nitrogénio da bactéria do género Rhizobium (Van Damme et

al., 1998).

1.2.2.2 Lectinas do floema de Cucurbitaceae

Muitas espécies de Cucurbitaceae contém alta concentracdo de lectinas que ligam a
oligdmeros de GIcNAc. As lectinas do floema de Cucurbitaceae sdo proteinas diméricas,
compostas por duas subunidades idénticas de 24kDa. Todas as lectinas conhecidas dos
floemas de Cucurbitaceae mostram grau de similaridade seqiiencial, mas ndo tém qualquer

similaridade com outras familias de lectinas de plantas (Peumans & Van Damme, 1998).
1.2.2.3 Lectinas relacionadas a jacalina

Sao lectinas especificas a galactose de sementes da fruta jaca (Artocarpus
integrifolia). Lectinas similares tém sido encontrados em poucas espécies de Artocarpus e
em Maclura pomifera (Young et al., 1989).

1.2.2.4 Lectinas ligadoras de quitina

A proteina ligante de quitina (polimero de N-acetil-glicosamina) contém o chamado

dominio(s) heveina(s). O termo “heveina” refere-se a pequena proteina de 43 residuos de
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aminoacidos, encontrados no latex de arvores de seringueira, Hevea brasiliensis (Waljuno
et al., 1975). As quitinases classe I, por exemplo, sdo quimerolectinas compostas por um
unico dominio heveina, ligado a um dominio catalitico com atividade quitindsica (Sharon &
Lis, 2004). Proteinas inativadoras de ribossomo (RIP), tipo 2, sdo quimerolectinas
compostas de um polinucleotideo constituido por um dominio adenosina glicosidase
(cadeia A), ligado ao dominio ligante a carboidrato (cadeia B). A maioria das RIP, tipo 2,
liga-se preferencialmente a Gal ou GalNAc. A RIP, tipo 2, tem sido encontrado em plantas

das familias Euphorbiaceae, Fabaceae, entre outras (Peumans & Van Damme, 1998).

1.2.2.5 Lectinas de Amaranthaceae

Clonagem molecular e analise de difracdo de raios X revelaram que amarantina,
uma lectina de semente de Amaranthus caudatus nao se assemelha a qualquer outra lectina
de planta com relagdo a seqiiéncia de aminoacidos e a estrutura tridimensional (Transue et
al., 1997). Com base nesses dados, a amarantina ¢ agora considerada como um protdtipo da
familia de lectina amarantina, uma lectina ligante especifica de N-acetilgalactosamina (Van

Damme et al., 1998).

1.3 FuncGes Bioldgicas

O papel fisiologico das lectinas tem sido alvo de especulacdes e investigacdes, mas
admite-se que a fung@o primaria das lectinas seja a de reconhecimento, esta fungdo se
manifesta de maneira distinta em diferentes 6rgdos e tecidos do mesmo organismo (LIS &
SHARON, 1981; LIS & SHARON, 1986). Em animais, lectinas de membranas parecem
participar na endocitose e na translocacdo intracelular de glicoproteinas (ASHWELL &
HARFORD, 1982), na ligacdo de bactérias a células epiteliais (ASHKENASI &
MIRELMAN, 1984) e na regulacdo de migra¢do e na adesdo celular (GABIUS et. al.,
1985). Para lectinas soluveis de vertebrados foi proposto uma funcdo comum, a de ligar
glicoconjugados presentes em células (BARONDES, 1984). As lectinas de
microorganismos atuariam como determinantes de reconhecimento em fagocitose ndo

imunologica (SILVERBLAT & COHEN, 1979), como determinantes de reconhecimento
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em adesdo de células de Dietyostelium discoideum (SPRINGER et al., 1985), e atuariam na
ligacdo a célula hospedeira (VANDERBERG et al., 1985).

O papel de lectinas em plantas tem sido estudado mais sem que ainda exista uma
proposta conclusiva. Dentre os papéis bioldgicos detectaveis nas lectinas vegetais, podemos
citar sua acdo fungicida, antimicrobiana e inseticida, além de mimetizar as selectinas
humanas e estimular células do sistema imune (FREIRE, 2003). Num sentido mais amplo,
a discussao sobre as fungdes das lectinas as implica na capacidade de agir como moléculas
de reconhecimento no interior das células, na superficie da célula, e em fluidos fisiologicos

(SHARON & LIS, 2004).

Armeataa

Teoxxin

Figura 1 - Interacgdes entre carboidratos de superficie celular e lectinas.

Lectinas de superficie celular ligam em particular glicoproteinas (por exemplo asialoglicoproteinas), quando
em outros casos os carboidratos da superficie celular, glicoproteinas e glicolipidios servem como sitios de
conexdes para moléculas biologicamente ativas que reconhecem, elas mesmas sdo lectinas ( por exemplo

carboidrato especifico de bactérias e toxinas de plantas, ou galectinas) Baseada no diagrama original da

BioCarbAB (Lund, Suécia ). Fonte: Sharon & Lis (2004).
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As funcdes das lectinas de animais abrangem um espectro de variedades que, e em
termos gerais, sao consideradas moléculas de reconhecimento dentro do sistema imune,
especificamente, implicadas na defesa contra patogenos, transito celular, regulacdo da
resposta imune e na atuacdo da auto-imunidade (KILPATRIK, 2002). Questdes sobre o
papel bioldgico extrinseco das lectinas de plantas vém sendo investigadas e revisadas,
refletindo a potencialidade e diversidade de atividades destas proteinas frentes a predadores
e fitopatdgenos em vegetais. Dentre elas, atividade antifungica, inseticida, antinutricional e
toxica vém sendo objeto de intensa pesquisa. Investigagdes concernentes aos mecanismos
de acdo, diversidade de organismos em que elas atuam, as concentragdes que promovem
atividade e aplicacdes nos ramos agricolas (cultivos de plantas transgénicas resistentes a
pragas), farmacéutico (como agentes terapéuticos contra fungos e bactérias causadoras de
patologias em humanos) e no estudo de reagdes tdoxica em animais tém sido amplamente
divulgadas (SELITRENNIKOFF, 2001; CARLINI & GROSSI DE SA, 2002;
VASCONCELOS & OLIVEIRA, 2004).

1.4 Aplicac@es Biologicas

Gragas ao arsenal de técnicas como modelagem, RMN, microcalorimetria e
mapeamento quimico de complexos de um ligante com diferentes lectinas, as analises
estruturais dos sitios de interacdo carboidrato-lectina, bem como sua afinidade pode ser
elucidada e discutida com muita precisdo. Estes estudos fornecem informagdes valiosas
para o desenvolvimento de miméticos que desempenham afinidade superior aos ligantes
naturais da lectina alvo (por exemplo, aquelas que envolvidas na adesdo de agentes
infecciosos, de células e na cascata metastasica) que atuariam como dispositivos de
bloqueio, resultando em substancias promissoras a serem testadas para as mais variadas
aplicacdes (DUDIGER et al., 2000; HAYASHIDA et al., 2003; NEUMANN et al., 2004).

A utilizagdo de lectinas como mediadoras no transporte de drogas também vem
sendo explorada por diferentes estratégias, tais como o emprego de lectina carreadora
especifica de drogas, ja que células tumorais ou transformadas expressam glicanas de
superficie celular diferente das células normais; podem ser utilizadas como coadjuvantes da
absorcao de drogas porque, ao acionar o transporte vesicular, algumas lectinas sofrem

endocitose pelas células epiteliais do trato gastrointestinal, como mostram os estudos com
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aglutininas de germe de trigo, (WGA), lectina de tomate (TL) e Con-A ( RUSSEL-JONES,
1999; APUD BIES et al., 2004; LEHR, 2002; BIES et al., 2004).

1.5 Planejamento Fatorial

O isolamento das lectinas ocorre por meio do processo extrativo, sendo esses
diversificados ¢ aprimorados para cada espécie em estudo, na obtengdo de proteina sdo
utilizados métodos de pulverizagdo do material, seguido de sua dissolu¢do em tampao com
um pH que favoreca a melhor condigdo extrativa. As diferentes solugdes aquosas utilizadas
no processo extrativo sdo adaptadas a algumas variaveis que sao utilizadas para se obter
uma condicao adequada para a estabilidade da lectina, sendo o planejamento fatorial um
importante instrumento para identificar estas condi¢des favoraveis de forma clara. Para
facilitar o processo extrativo e para melhor selecionar uma solu¢do aquosa com maior
eficiéncia, tem-se recorrido a métodos alternativos, como o planejamento fatorial, que visa
tornar habil o processo de extragdo e possibilita o conhecimento das interagdes entre as
variaveis que interferem na extragao.

Com a utilizagdo do planejamento fatorial é possivel tornar muito mais eficiente os
métodos usuais ja estabelecidos, pois este leva em consideragdo algumas varidveis
relacionadas entre si de forma a estabelecer um vinculo entre diferentes varidveis sem
necessitar averiguar passo a passo cada uma delas isoladamente, facilitando assim o tempo
¢ a quantidade de reagentes e amostras a serem utilizados. Atualmente a possibilidade de
obtencdo de uma grande quantidade de dados numéricos tem crescido em todos os campos
da ciéncia, incluindo a quimica analitica, devido ao desenvolvimento de novas técnicas e
instrumentagdo que permitem uma resposta de forma mais rapida (VALCARCEL, 1997).
Neste contexto, a aplicacdo de ferramentas estatisticas ¢ de fundamental importancia,
principalmente para explorar e entender uma gama crescente de dados e informacgdes
originadas de um sistema (BEEBE et al., 1987).

O planejamento fatorial de experimentos ¢ uma ferramenta utilizada em otimizagdes
de processos que reduz a quantidade de ensaios a serem realizados no experimento, através
de "design" de aproximacdes geométricas que proporcionam de uma forma simples,

confiavel e eficiente analisar dados, j& que se utiliza & metodologia de analise de superficie
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de resposta (ASR). ASR ¢ uma técnica estatistica muito util para a modelagem e analise de
problemas nos quais as respostas sdo influenciadas por varias varidveis (fatores). Seus
modelos sdo avaliados por parametros estatisticos especificos, contidos na metodologia de
analise de variancia dos dados (ANOVA). Nesta metodologia de otimizagdo, as variaveis
independentes sao conhecidas como sendo os fatores, e suas variagdes sao chamadas de
niveis, enquanto que as variaveis dependentes sdo tidas como respostas (BARROS NETO
etal., 1995 ¢ 2001).

Os fundamentos e aplicagdes de técnicas de estatistica multivariada para a otimizagado
de sistemas de cromatografia, tem sido utilizada e relacionada também com a otimizagdo de
outras etapas do aperfeicoamento experimental. Metodologias de resposta de superficie
usando design central composto e matriz, para otimizacdo das etapas de preparagdo da
amostra (extracdes) e a determinagdo das condi¢des experimentais para separacdes em fase
gasosa tem sido realizadas com sucesso, fornecendo importantes informagdes para
otimizagdo de sistemas cromatograficos (FERREIRA et al., 2007). Metodologias
experimentais usando planejamento experimental t€ém sido utilizadas em diferentes areas de
conhecimentos, desde a pesquisa em laboratério a producdo em trabalhos de
desenvolvimento industrial. Um exemplo de uso desta metodologia em industrias ¢
observado no planejamento experimental aplicado ao estudo de misturas, para avaliar a
potencialidade do uso conjunto dos residuos do beneficiamento do caulim e da serragem do
granito para a produ¢do de blocos e revestimentos ceramicos, os quais sdo realizados, sendo
ajustados modelos matematicos de regressao relacionando a absor¢ao de agua e o modulo
de ruptura com as propor¢des das matérias-primas. Os resultados mostraram que o
procedimento de planejamento experimental utilizado permite maximizar a quantidade de
residuo incorporado as formulagdes para blocos e revestimentos ceramicos, sendo possivel
a incorporacao de teores de residuos de até 50% em formulagdes para a produgdo de blocos
ceramicos e de ate 40% em composi¢des para a producdo de revestimentos cerdmicos
(CAMPOS et al., 2007). Na literatura abordando a reciclagem de residuos como matérias-
primas ceramicas alternativas observam-se poucos estudos, desta forma o planejamento
fatorial tem demonstrado ser um método eficientes também no campo industrial, servindo

ao mesmo tempo de suporte a protecdo e conservacao ao meio ambiente.
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Os estudos de extragdo com Sideroxylon obtusifolium foram feitos baseados em
planejamentos experimentais propostos por Barros-Neto (2002). Existem varios fatores que
interferem no processo de extracdo de uma lectina e eles foram analisados, sendo
determinado o nivel de significancia e a interacdo entre estes fatores sobre a atividade
hemaglutinante. Desta forma fatores como temperatura, tempo de extragdo e concentragao
salina foi analisada, sendo estes fatores independentes, e por meio das interagdes destes
fatores com os niveis de variacdes (valores quantitativos) dos mesmos foram
correlacionados, obtendo como resposta as variaveis dependentes, as quais sdo o0s
resultantes destas interagdes gerando os conhecimentos das melhores e mais eficientes
condi¢bes extrativas. Na tabela 2, encontram-se as varidveis contendo os niveis

selecionados para a extragao de acordo com a literatura (OLIVEIRA et al., 2009).

Tabela 2 - As variaveis contendo os niveis selecionados para a extra¢do e obtengdo da

lectina utilizando planejamento fatorial completo 2* + 4 pontos centrais.

VARIAVEIS - 1 0 +1
pH 6,0 7,0 8,0
NaCl (M) 0 0,075 0,15
Tempo (h) 4 8 16
Temperatura (°C) 4 27 40

Estes valores foram selecionados de acordo com os padrdes mais comuns utilizados nos

trabalhos com lectinas.
1.6 Familias das Sapotéceas
A familia sapotacea possui 53 géneros nos quais se distribuem cerca de 1100 espécies

de distribuicdo pantropical, em florestas pluviais situadas em altitudes inferiores a 1000

metros. No Brasil, ocorrem 14 géneros e cerca de 200 espécies, principalmente na Floresta
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Amazonica. Na Mata Atlantica sdo encontradas 63 espécies, distribuidas em nove géneros,
metade das quais endémicas. Os géneros mais ricos em espécies ¢ endemismos sao
Pouteria e Chrysophyllum. O maior nimero de endemismos ¢ encontrado nas florestas do
Espirito Santo e sul da Bahia, dentro do Corredor Central de Biodiversidade, inclui arvores

e arbustos (Figura 2, A-F).

Figura 2 - Fotos de representantes da familia Sapotaceae (A) Argania spinosa, (B)
Chrysophyllum imperiale (C) madeira de Manilkara elata (massaranduba) (D) Pouteria
lucuma (E) frutos de Sideroxylom obtusifolium (F) frutos de Pouteria lucuma. Fonte:

http://pt.wikipedia.org

A familia inclui diversas espécies frutiferas como o Abiu ou Caimito (Pouteria
caimito) e a Lucuma (Pouteria lucuma), apreciados na culinaria e por ser uma fonte rica de
vitaminas, ferro e carboidratos. Manilkara elata (Magaranduba) fornece madeira de
qualidade e que sdao exploradas em algumas aplicacdes como construgdo civil e material
para soalho sendo também resistente a ataques de fungos e insetos. Algumas espécies t€ém o

6leo extraido das sementes (Pouteria butyrocarpa) e outras fornecem o latex retirado em
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diferentes partes da planta (PENNINGTON, 1990). Uma caracteristica bem marcante
nessa familia além do latex branco, que pode ser encontrado no tronco, ramos e frutos,
podendo ser usado para a fabricagdo de goma de mascar, outras possuem frutos
comestiveis. As estruturas secretoras sao responsaveis pela producao de um grande niamero
de substancias que desempenham diferentes fungdes nas plantas como defesa contra a
herbivoria, atracao de polinizadores e adaptagdo ambiental. De acordo com Fahn (2000), os
estudos sobre tecidos secretores enfocando a anatomia e sua aplicagdo na sistematica; a
natureza das substancias secretadas e a respectiva importancia economica t€ém dado lugar
aos relacionados a ultra-estruturas celular, citoquimica e biofisica.

As espécies da familia Sapoticea sdo caracterizadas pela diversidade das
substancias resultantes do seu metabolismo secundario, como triterpenos, esterdides,
taninos, polifendis além de alcaldides, caroteno, compostos cianogénicos, carboidratos e
acidos graxos (BELTRAO, 2000; PERFEITO et al., 2005; MONTENEGRO et al., 2006;
BARBOSA-FILHO et al., 2008). Apesar de toda essa riqueza ainda se tem poucas
informacdes sobre a ecologia, botanica, estrutura, dindmica e potencial madeireiro da

maioria das espécies de Sapotaceas (CASTRO & CARVALHO, 2008).

1.7 Sideroxylon obtusifolium

Sideroxylon obtusifolium, conhecida popularmente como quixaba, quixabeira ou rompe
gibdo ¢ uma planta da flora brasileira que ocorre em diferentes tipos de solo como savanas e
sertoes. Consiste em uma arvore de até 15m de altura, da familia das sapotaceas, nativa do
Brasil, mais precisamente dos estados do Piaui e de Minas Gerais. A madeira ¢ dura e muito
resistente, a casca tem propriedades adstringentes e tonificantes; as folhas e os frutos sdo
forrageiros. No Brasil existem cerca de 500 espécies de plantas frutiferas, na sua maioria ainda
pouco estudadas (VIEIRA NETO, 2002). Dentre elas estd a quixabeira, que ocorre na regiao
da caatinga no Nordeste, na restinga da costa litoranea do Ceara, do Rio Grande do Sul e no
Pantanal Mato-Grossense, sendo muito freqiiente no Vale do Sdo Francisco. E caracteristica
das véarzeas imidas e da beira de rios da caatinga arborea, das restingas litoraneas e da mata
chaquenha do Pantanal Mato-Grossense (LORENZI, 1998). Na época da escassez pluvial e
fluviométrica, serve de alimento para o gado. Em sua estrutura fisica a mesma possui espinhos

fortes, folhas coriaceas, flores aromaticas e bagas roxo-escuras, doces ¢ comestiveis (Figura
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3). Ela é considerada uma planta medicinal e é bastante utilizada por possuir propriedades
antiinflamatorias e hipoglicémicas e sua casca tem propriedades tonicas, adstringentes. Dada a
intensa utiliza¢do de sua casca e a falta de cultivo da planta, tornaram rara sua ocorréncia no
habitat natural, sendo hoje em dia considerada como uma planta em extingdo (AGRA et al.,

2007).
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Figura 3 - Fotos de Sideroxylon obtusifolium. Fonte: http://pt.wikipedia.org

Sideroxylon obtusifolium é uma planta da flora brasileira que ocorre em diferentes tipos
de solo, na savana e no sertdo, algumas espécies pertencentes a familia sapotacea também sao
empregadas como anti-hiperglicemiante. Segundo a Organizacdo Mundial da Satide (OMS),
194 milhdes de pessoas sofrem desta doenca em todo o mundo. No Brasil, estima-se a afetar
12 milhdes nos proximos anos. As espécies da familia Sapotdcea sdo caracterizadas pela
diversidade das substancias resultantes do seu metabolismo secundario, como triterpenos,
esteroides, taninos, polifendis além de alcaldides, carotenos, compostos cianogénicos,
carboidratos e acidos graxos (BELTRAO, 2000; PERFEITO et al., 2005; MONTENEGRO et
al., 2006; BARBOSA-FILHO et al., 2008).

Estudos sobre plantas medicinais usadas na medicina popular, foram realizados a fim de
busca de novas drogas hipoglicemiantes (BARBOSA-FILHO et al., 2005; CAVALLI et al.,
2007, MENEZES et al., 2007; TORRICO et al., 2007; FERREIRA et al., 2008, FIGUEIREDO
& MODESTO-FILHO, 2008, SANTOS et al., 2008). A quixaba destaca-se entre as espécies
medicinais consideradas como promissoras no tratamento de diabetes (CARVALHO et al.,

2005; SILVA et al., 2004; TRESSENS, 1996). O extrato etanolico da casca da raiz de S.
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obtusifolium, além da atividade hipoglicémica, apresenta atividade antiinflamatoria
significativa (ALMEIDA et al., 1985). A casca do tronco e das raizes de S. obtusifolium por
serem consideradas adstringentes, tonicas, antiinflamatdrias e antidiabéticas, tem amplo uso na
medicina popular alternativa, no interior do nordeste (BRAGA, 1976; LIMA, 1989). O extrato
aquoso de S. obtusifolium ¢é usado popularmente no Brasil, principalmente no tratamento de
inflamagoes ovarianas e contra diabetes (AGRA, 1996; AGRA et al., 2007, CARVALHO et
al., 2005).

Em estudos para avaliacdo da atividade antioxidante e a capacidade cicatrizante e anti-
inflamatoia topica do extrato etandlico da entrecasca da S. obtusifolium foram utilizados o
modelo de seqiiestro do radical livre e o modelo de ferida e cicatrizagdo cutanea em ratos. O
grau de cicatrizagdo observado pela tensdo necessaria que foi aplicada para romper a ferida
demonstrou que, o extrato etandlico usado da entrecasca da S. obtusifolium ndo apresentou
atividades cicatrizante e antiinflamatoria, no entanto apresentou forte agdo antioxidante (REIS
et al., 2009). Os taninos e os triterpenos presentes na quixabeira podem estar relacionados com
a atividade hipoglicémica desta planta. Do extrato etandlico das cascas das raizes desta planta
obtém-se o acido bassico, um triterpeno insaturado que promove o aumento dos niveis de
insulina plasmatica (NAIK et al., 1991). Além do acido bassico, outros triterpenos, como o
taraxerona, o tarxerol e o eritridiol, alguns esterdides foram isoladas da casca desta espécie
(LORENZI E MATOS, 2002). Esteroides e triterpenos com hipoglicemiantes e
antiinflamatorias atividades foram isoladas de Sideroxylon obtusifolium (ALMEIDA et al.,
1985, NAIK et al., 1991). O acido bassico, encontrado no extrato alcodlico, preparado com a
casca do caule de S. obtusifolium, possui uma significante atividade hipoglicemiante, além de
aumentar os niveis de insulina plasmatica (MATOS, 2007).

Sua ocorréncia segundo Lorenzi (1998), se da preferencialmente em solos argilosos e
ricos em calcio e apresenta distribui¢ao predominantemente descontinua ao longo da area que
ocupa. A arvore ¢ perenifolia e possui copa densa e elegante, sendo utilizada com sucesso na
arborizacdo de fazendas, tanto no Pantanal Mato-Grossense como na regido Nordeste. A
madeira também ¢ usada em carpintaria € no artesanato, por exemplo, na modelagem de
esculturas (carrancas). Os frutos, denominados de quixabas, sdo comestiveis e avidamente
procurados por passaros e outros animais silvestres. A casca tem aplicagdes medicinais. A

espécie floresce durante os meses de outubro e novembro, quando ha o surgimento de nova
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folhagem. Os frutos amadurecem nos meses de janeiro e fevereiro. Produz anualmente
abundante quantidade de sementes vidveis, que sdo disseminadas pela avifauna. O
aproveitamento socioecondmico e¢ a demanda de pesquisas de espécies frutiferas nativas
refletem na oferta de novas alternativas de frutas frescas para o consumo in natura e matéria-
prima para agroindustria, constituindo uma preciosa fonte de alimentos e, riqueza para o pais
(GIACOMETTI, 1993; MORAES et al., 1994; SOUZA, 2001; LIRA JUNIOR, et al., 2005).
No que concerne aos estudos de lectinas da familia sapotacea, poucos estudos foram
realizados até o momento, sendo apresentada pela primeira vez em Labraia bojeri, uma lectina
ligante de quitina, sendo obtida através de isolamento, purificacdo e caracterizagcdo parcial
(COELHO et. al., 2004) Foi obtida a partir de sementes de L. bojeri (Labramin), esta espécie
apresenta caracteristicas bem particulares , seus frutos sdo capsulas esféricas com casca dura e
amarela, contendo popa esbranquigada envolvendo 1 ou 2 sementes marrons. Suas
propriedades medicinais sdo identificadas no uso popular, no qual o latex do tronco ¢ utilizado
para remover verrugas ¢ “bicho de pé”, tratando doengas fingicas da pele. As sementes sdao
anti-helminticas. Na Costa Rica o cha das folhas é empregado no tratamento da arteriosclerose
e hipertensdo. Com os estudos da caracteriza¢do parcial da lectina, realizou-se a busca de
seqiiéncia de dados, a qual mostrou que, a seqiiéncia N-terminal de Labramin apresentou um
alto grau de homologia com inibidor de tripsina tipo Kunitz, apesar da ndo detec¢do de
atividade de inibicdo de tripsina, mas exibiu atividade lectin-like. A lectina foi inibida por
glicoproteinas e também apresentou inibicdo do crescimento do fungo Colletotrichum
lindemuthianum e da levedura Saccharomyces cerevisiae, mas ndo apresentou um efeito

aparente sobre Fusarium oxysporum.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Obter a partir da entre casca, Purificar, Caracterizar e Avaliar Atividade

antimicrobiana de uma lectina de Sideroxylon obtusifolium.
Extrair através do planejamento fatorial
2.2 Objetivos Especificos

- Coletar ¢ identificar a Sideroxylon obtusifolium;

- Extrair a lectina com homogeneizados da entre casca em diferentes solucdes
aquosas com planejamento fatorial, utilizando variaveis como pH, tempo e

temperatura;

- Purificar parcialmente a lectina por fracionamento com sulfato de amoénio

utilizando o extrato com melhor atividade especifica;

- Purificar a lectina a partir da melhor fracdo obtida pelo fracionamento

utilizando cromatrografia de afinidade.

- Caracterizar a lectina pura quanto a especialidade a carboidratos ou
glicoproteinas pela inibi¢do da atividade hemaglutinante, estabilidade térmica,

especialidade para eritrocitos e estabilidade frente a variagdes de pH;
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- Avaliar através da eletroforese SDS-PAGE a determinagao da massa molecular

e do padrao de pureza da lectina obtida;

- Determinar a atividades biologicas (antimicrobiana) da lectina purificada.
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Sideroxylon obtusifolium: PURIFICACAO E CARACTERIZACAO PARCIAL
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Abstract

This work aims to extract a lectin from Sideroxylon obtusifolium bark using complete
factorial design followed by purification of the lectin by salt fractionation and affinity
chromatography on chitin, as well as partial characterization and evaluation of the
antimicrobial activity. The results showed that the improved extraction conditions, obtained
by factorial design of 2* + 4 central points, was in extraction time of 4 hours at 4 °C, in pH
6.0 with NaCl concentration of 0.15 M. In brief, extractions were made in citrate phosphate
and sodium phosphate buffers, with pH ranging from 6.0 to 7.5. Selected extraction was in
phosphate citrate buffer (pH 6.5) which showed better specific hemagglutinating activity
(SHA) using rabbit erythrocytes. Salt fractionation revealed that the fraction 60-80% (F60-
80) had the highest SHA, which was partially inhibited by glucose and completely inhibited
by N-acetyl-D-glucosamine. The SoBL (Sideroxylon obtusifolium bark lectin) was obtained
by chromatography on chitin after elution with acetic acid 1 M. SoBL is thermostable,
maintaining their HA at 100°C after 30 min of heating. The evaluation of stability against
different pH values indicated that the lectin showed higher HA in pH 5.0. SoBL showed a
single band of 6.0 kDa and is a glycoprotein by SDS-PAGE. SoBL (40pg) did not inhibit
microbial growth of Bacillus subtilis, Streptococcus faecalis, Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeroginosa, and Klebsiella pneumoniae and no inhibited the growth of fungi
of the genus Fusarium. In conclusion, a thermostable lectin was obtained from the bark of
S. obtusifolium by affinity chromatography on chitin, which apparently does not showed
antimicrobial activity.

Keywords: factorial design; lectin; Sideroxylon obtusifolium; antimicrobial activity.
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1. Introducéo

As lectinas pertencem a uma classe de proteinas de origem nao imunoldgica, de
distribui¢ao ubiqua na natureza e que reconhecem carboidratos livres ou ligados a superficies
celulares através de sitios de ligagdo nos quais a hidrofobicidade ¢ a principal forca de
interagdo (Kennedy et al., 1995). Lectinas reconhecem carboidratos, moléculas cujas
caracteristicas estruturais favorecem suas interagdes com receptores celulares especificos e que
sdo, portanto, envolvido em varios processos celulares (Sharon, 1993 e Sharon & Lis, 2004).
Além disso, algumas propriedades farmacolégicas de plantas sdo atribuidas ao seu teor de
lectina, cujas propriedades bioldgicas identificadas incluem atividades antitumoral, mitogénica
e antioxidantes (Andrade, 2004; Maciel, 2004; Argolo, 2004) As lectinas tém sido encontradas
em larga escala, em uma variedade de formas de vida — microrganismos, mamiferos e vegetais
- sendo que aquelas encontradas nos vegetais superiores tém sido mais estudadas
(Gilboagarber et al, 1977; Ottensooser et al, 1974).

A primeira etapa na purificacdo de lectinas ¢ a extracdo de proteinas em solu¢do salina
ou tampdo. A detecgdo de lectinas em uma amostra ¢ feita explorando a capacidade dessas
proteinas de aglutinarem células. Caso apresentem atividade, os extratos sdo submetidos ao
fracionamento salino com sulfato de amonio, que precipita as proteinas e promove purificagao
parcial (Coelho & Silva, 2000), em seguida, as fragdes obtidas sdo submetidas a didlise e
posteriormente € iniciado as técnicas cromatograficas. Estas técnicas purificam a proteina de
acordo com o tamanho da molécula (cromatografia em gel), carga (cromatografia de troca
ionica ) e afinidade especifica de ligagdo a carboidratos ( cromagrafia de afinidade). Métodos
eletroforéticos sao utilizados para a caracterizacdo estrutural de lectinas, assim como para
estabelecer o grau de pureza das mesmas.

As espécies da familia Sapotaceae sdo caracterizadas pela diversidade das substancias
resultantes do seu metabolismo secundario, como triterpenos, esterdides, taninos, polifenois
além de alcalodides, carotenos, compostos cianogénicos, carboidratos e acidos graxos (Beltrao,

2000; Montenegro et al., 2006; Barbosa-Filho et al., 2008). Siderorylon obtusifolium
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pertencente a familia sapotacea, possui distribui¢cdo pantropical e € conhecida popularmente no
Brasil como quixabeira. O extrato aquoso de S. obtusifolium ¢ usado popularmente no Brasil,
principalmente no tratamento de inflamacgdes ovarianas e contra diabetes (AGRA, 1996;
CARVALHO et al., 2005; AGRA et al., 2007;). No que concerne aos estudos de lectinas da
familia sapotdcea, poucos estudos foram realizados at¢é o momento, sendo apresentada pela
primeira vez em Labramia bojeri, uma lectina ligante de quitina, sendo obtida através de
isolamento, purificagdo e caracterizacdo parcial (COELHO et al., 2004). Este trabalho
descreve o uso de planejamento fatorial na extragdo de uma lectina de Sideroxylon
obtusifolium, purificagdo e caracterizag¢do parcial da primeira lectina obtida nesta espécie, com
a inten¢do de aperfeicoar o método extrativo, assim como abrir espago para novas

investigagdes referente ao potencial bioldgico desta lectina.

2. Materiais e métodos

2.1 Produtos quimicos

Carboidratos (N-acetyl-D-glucosamina, D-arabinose, D-manose, L-fucose, L-rafinose,
D-galactose, D-frutose, D-glicose, sacarose, lactose, L-trealose, D-xilose, L-raminose,
metil-D-manopiranosideo,  metil-D-glicopiranosideo,  glicose-6-fosfato,  frutose-1,6-
bifosfato); glicoproteinas (caseina, azocaseina, asialofetuina, fetuina, albumina de soro
bovino — BSA) foram adquiridos da Sigma Chemical Company (E.U.A.). Todos os

reagentes foram de grau analitico.

2.2 Extracao por planejamento fatorial

Para o melhoramento e otimizacdo do processo extrativo na obtencdo de lectinas, foi
utilizado a entrecasca de S. obtusifolium, o qual foi coletado no Parque Nacional do Catimbal,

no municipio de Buique, sendo processado conforme as técnicas usuais taxondmicas, obtendo
o registro n® 84038 e 84076, ficando material exemplar depositado no Herbério
IPA (Instituto Agronomico de Pernambuco). Foi realizado um planejamento

experimental, partindo do qual seguiram os procedimentos comuns da extracao (10% p/v),

sendo a entrecasca pulverizada, homogeneizada e mantida em agitagao nas condi¢des de tempo
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e temperatura selecionados. Posteriormente, a mistura foi filtrada através de gaze e
centrifugando em 11180 x g por 15 minutos. De todos os sobrenadantes (extratos) obtidos
durante o periodo de investigagdo, o que demonstrou o valor mais elevado de atividade
hemaglutinante especifica (AHE) foi denominado extrato bruto (EB), baseado no planejamento
fatorial, sendo considerado o de melhores interagdes entre as variaveis independentes.

O planejamento fatorial baseado em planejamentos experimentais foi proposto por
Barros-Neto (2002). O planejamento fatorial completo (2°) utilizou um total de 16 extragdes e
4 repeti¢des no ponto central, as quais possibilitaram o calculo do erro experimental (Tabela
1). As variaveis independentes utilizadas estavam relacionadas com o tempo, temperatura e
concentracao de sal (NaCl), por meio das quais foram analisadas suas interacdes, através da
analise estatistica dos resultados, sendo realizada com o auxilio do software Statistica 8

(STATSOFT INC., 2008).

2.3 Determinacdo de atividade hemaglutinante e ensaio de inibicéo

Para a avaliacdo da atividade hemaglutinante foram coletados eritrocitos humanos (tipos
A, B, O e AB) e de coelho, sendo obtidos como descrito em Bukantz et al., 1946 e o
tratamento com glutaraldeido de acordo com Bing et al (1967). A atividade hemaglutinante
(AH) foi avaliada em placas de microtitulacio de acordo com Correia e Coelho (1995),
definido como a menor diluigdo da amostra apresentando hemaglutinagdo, atividade
hemaglutinante especifica (AHE) correspondendo a AH dividida pela concentragao protéica.
Resumidamente, as preparacdes da lectina (50 pL) foram duas vezes diluidas em série em 0,15
M de NaCl antes da adig@o de 2,5% (v/v suspensao) (50uL) de eritrocitos de coelho, tratados
com glutaraldeido ou suspensdes frescas de eritrocitos humanos (A, B, O e AB). Foi observado
pela auséncia de precipitagdao de eritrocitos, apds incubacao de 45 min,sendo repetido em 4
ensaios e confirmado os resultados.

A 1inibi¢do da lectina na presenca de varios agucares ou glicoproteinas foi utilizada para
determinar a especificidade de da lectina. A ligagdo do carboidrato especifico foi determinada
sobre a inibicdo da AH usando diversos agucares (D(+)-manose, D(+)- glicose, N-acetil-
glicosamina, trealose, rafinose, metil-o-D-manopiranosideo, xilose, frutose, arabinose,

raminose e metil- a-D-glicopiranosideo) e glicoproteinas (soro bovino fetal, caseina,
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tiroglobulina, ovoalbunina, fetuina, aldolase, heparina) como descrito em Correia e Coelho

(1995). Eritrocitos de coelho foram escolhidos para ensaios posteriores.

2.4 Purificagdo de Lectina da entrecasca de Sideroxylon obtusifolium (SoBL)

A lectina foi purificada através do extrato a 10% (p/v) da entrecasca, em tampao citrato
fosfato pH 6.5 em NaCl a 0.15 M baseado no planejamento fatorial (Tabela 2) por apresentar
as melhores condicdes extrativas, indicado pela melhor atividade hemaglutinante especifica
AHE do EB. O extrato bruto foi saturado em diferentes fracionamentos salinos, para se obter
o que apresentasse a melhor AHE, iniciando com saturacdo de 20% e continuando o processo
até 100% de saturacdo. A fragdo com maior AHE foi escolhido, dialisados contra agua, e
utilizados para os procedimentos de cromatografia em quitina. A fragdo selecionada (F60-80)
foi saturado com sulfato de amonio durante 4 h, e centrifugado a 11180 x g por 15 min. Com a
obten¢ao do melhor precipitado seguiram-se os procedimentos de purificagao, sendo utilizado
2 ml da F60-80, contendo 14,3 mg/ml de proteina, para aplicagdo na coluna de quitina. A
coluna foi previamente equilibrada com 0,15 M de NaCl a uma vazao de 40 ml/h e eluida com
acido acético 1 M. A AH de SoBL, foi avaliada na presente de eritrocitos (humano e de
coelho), de carboidratos, glicoproteinas, ions, € com tratamentos em diferentes temperaturas,
valores de pH e ions metalicos. A concentracdo de proteinas foi mensurada de acordo com

Lowry et al (1951).

2.5 Efeitos do pH, de ions metélicos e da temperatura na atividade hemaglutinante

O efeito do pH, de ions metalicos e da temperatura na AH foi avaliado sobre a
incubacao de (100ung) de SoBL. Para a avaliagdo da resisténcia ao pH, foram utilizados
diferentes valores de pH, por uma hora em tampdes selecionados (10mM de tampao citrato
fosfato, pH entre 3 ¢ 7 ¢ 10mM de tampao Tris-HCI, pH entre 8 e 12). Na avaliagdo de
estabilidade térmica foi utilizada uma faixa de temperaturas entre 30 ¢ 100 °C por 30 minutos,
utilizando dois tipos de avaliagdo, na analise da amostra fracionada, a qual foi introduzida uma

nova solu¢do contendo lectinas a cada 30 minutos, e na avaliacdo continua, onde a mesma
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amostra permaneceu por quatro horas seguidas. A avaliagdo da AH frente a diferentes ions
metalicos foi realizado com ions mono e divalentes. O efeito de mono (K) e ions metélicos
divalentes (Mg®'e Ca™ ) sobre AH foi verificado de acordo com Pajic et al., (2002),
realizando incubagdo de 15 minutos do mesmo volume de solugdo, contendo ambos os ions
metalicos CaCl,, MgCl, e KCl (5, 10 ¢ 20 mM) em 0.15 M de NaCl e preparacao com SoBL.
Uma aliquota (50ul) da mistura foi distribuida em placas de micro titulagdo e a HA procedeu

como descrita no ensaio de inibicao.

2.6 Eletroforese em gel de poliacrilamida

A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) na presenca de dodecil sulfato de sddio
(SDS-PAGE) foi realizada de acordo com Laemmli (1970) utilizando 12,5% (p/v gel). O
marcador padrao de proteinas foi baseado nas massas moleculares da Miosina (205 kDa), -
galactosidase de E. Coli (116 kDa), Fosforilase b (97.4 kDa), Frutose-6-fosfato quinase (84
kDa), BSA (66 kDa), glutamico desidrogenase (55 kDa), ovoalbumina (45 kDa), gliceraldeido-
3-fosfato desidrogenase (36 kDa), anidrase carbonica (29 kDa), tripisinogénio (24 kDa),
Inibidor de tripsina de soja (20 kDa), a-lactoalbumina (14.2 kDa) e aprotinina (6.5 kDa).

2.7 Atividade antimicrobiana

As bactérias foram fornecidos pelo Departamento de Antibidticos (DA), da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE), Brasil, em DifcoTM Agar nutritivo (NA) e
armazenadas a 4°C. Gram-positivas foram Staphylococcus aureus (ATCC 6538),
Streptococcus faecalis (ATCC 6057) e Bacillus subtilis (UFPEDA16) e Gram-negativas foram
Pseudomonas aeruginosa (ATCC27853) e Klebsiella pneumoniae (ATCC 29665). O ensaio de
atividade antimicrobiana foi realizada de acordo com Kirb & Bauer, 1966. Preparou-se uma

suspensao padronizada 0,5 da escala de Mc Farland, no qual foram semeados os
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microrganismos padronizados em 10mL de meio de cultivo especifico Muller Hinton. Foram
adicionados aos discos de papel 40pg de SoBL, colocados os discos na placa semeada com os
microrganismos e incubados a 37°C por 48h, e observado a cada 24h. Foi também avaliado o

potencial de inibi¢do sobre o crescimento fingico, sobre Fusarium oxysporum.

3. Resultados e Discussoes

Lectinas tém sido extraidas de diversas fontes, as lectinas de plantas entre outras tém tido
importantes aplicacdes. O isolamento, purificagdo, caracterizagdo e aplicacdes biologicas de
novas lectinas de plantas t€m ampliado as aplicagdes biotecnoldgicas (Latha et al. 2006; Wong
et al. 2006). A utilizagdo de planejamento fatorial tem aprimorado consideravelmente os
métodos convencionais, levando em consideracdo as interagdes das variaveis independentes e
utilizando suas respostas em analises estatisticas, tem desta forma otimizado o processo
extrativo. Metodologias de resposta de superficie usando design central composto, matriz e
aplicagdes dessas técnicas, para otimizagdo das etapas de preparacdo da amostra (extragdes) e
a determinacdo das condigdes experimentais para separacdes em fase gasosa
tem sido realizadas com sucesso, fornecendo importantes informagdes para otimizacao de
sistemas cromatograficos (FERREIRA et al., 2007). Desta forma métodos baseado em
planejamento experimental tem mostrado ser de grade importancia na obtencdo de melhores
condi¢des para a obtengdo de macromoléculas, indicando seu potencial de otimizagdo dos
processos para a purificagdo das mesmas.

A obtengdo da lectina denominada SoBL (Sideroxylon Obtusifolium bark lectin) foi realizada
por meio do planejamento fatorial completo 2* + 2 pontos centrais, baseado em Barros-Neto
(2002), indicado na tabela 1. Neste planejamento fatorial completo (2*) utilizou um total de 16
extragdes e 4 repetigdes no ponto central, as quais possibilitaram o céalculo do erro
experimental, apresentados na tabela 2. As variaveis independentes utilizadas estavam
relacionadas com o tempo, temperatura e concentracdo de sal (NaCl), por meio das quais
foram analisadas suas interagdes, através da analise estatistica dos resultados, sendo realizada
com o auxilio do software Statistica 8 (STATSOFT INC., 2008), indicados na figura 1 em um
esquema cubico da AHE obtido do design da tabela 1. Baseado no planejamento fatorial foi

selecionado dois tampdes, citrato fosfato e fosfato de sodio, partindo deste obteve-se o melhor

48



Santana, M. F uso de planejamento fatorial...

tampao nas melhores condi¢des extrativas, indicando que, o tampao citrato fosfato em pH 6.5
contendo NaCl 0,15 M foi o que apresentou melhor atividade hemaglutinante especifica AHE,
associado com o tempo de 4h de extragdo em temperatura de 4°C, indicados na tabela 3. Estes
parametros extrativos indicaram que SoBL tem maior potencial extrativo em baixas
temperaturas, no tempo minimo de extra¢do utilizado de 4h e que ¢ otimizado em tampao
ligeiramente acido, contendo NaCl 0.15M. Partindo destes resultados, observa-se que, o
planejamento fatorial foi de grande importadncia para indicar quais as condigdes permite
melhor interagdo entre as variaveis e garante uma otimizacdo do processo extrativo,
assegurando a lectina um potencial maior de estabilidade e expressao de suas caracteristicas.
Lectinas ligantes de quitina tém sido isoladas de diversas fontes, incluindo bactérias,
insetos, plantas e mamiferos (Huang et al. 2000, Campos-Olivas et al. 2001, Stoeva et al. 2001,
Vuocolo et al. 2001, Suzuki et al. 2002, Van Dellen et al. 2002) e muitas delas apresentam
atividade antifingica, uma vez que a quitina € um componente chave da parede celular de
fungos. As lectinas ligantes de quitinas sdo um exemplo de lectinas com grande potencial
bioldgico e biotecnologico, um exemplo da fun¢do antifungica pode ser percebida com as
lectinas jackina e frutackina oriundas das espécies Artocarpus integrifélia (jaca) e Artocarpus
incisa (fruta-pao) respectivamente, (Trindade, 2005). A busca de novas lectinas tem sido de
grande interesse para ampliar o conhecimento sobre esta classe de proteinas, bem como para a
investigagdo de atividade farmacologica, considerando o potencial fitoterapico de plantas
utilizadas na medicina popular.
Entre as fra¢des saturadas com sulfato de amonio do EB, a F60-80% apresentou a melhor
AHE, com uma concentrac¢do protéica de 36,62 mg/mL, portanto, escolhida para o protocolo
de purificacdo da lectina utilizando coluna de afinidade em quitina, foi orientado segundo a
caracteristica de especificidade ao carboidrato N-acetil-D-glicosamina, de acordo com o ensaio
de inibi¢do. A coluna foi lavada com NaCl 0.15 M, para retirar a amostra ndo adsorvida e a
amostra adsorvida foi eluida com 1 M de acido acético, a qual revelou apenas um pico
(Figura 2). O pico obtido apresentou AH de 512, tendo concentra¢do de 68 ug/mL (Tabela 3).
Este resultado indica que SoBL apresenta um rendimento na purificagdo similar a lectinas de
Dolichos lablab (Rao, 2008). Os métodos habituais aplicada para purificar lectinas sdo de

saturacdo com sulfato de amonio, cromatografia de afinidade (Takahashi, 2008).
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Apds a purificacdo de SoBL foram realizados alguns ensaios para obtengdo da
caracterizacao parcial, desta forma observou que, a lectina € uma proteina ndo glicosilada por
ndo apresentar a por¢ao carboidrato avaliada utilizando coloracao de Schiff. SoBL apresentou
AH contra eritrocitos humanos do tipo A, B, e O e ndo apresentou AH para o tipo AB. No
entanto, a AH utilizando eritrocitos de coelho foi muito mais expressiva. A inibi¢do da lectina

na presenca de varios agtcares ou glicoproteinas foi utilizada para determinar a especificidade
da lectina. A ligacdo do carboidrato especifico foi determinada sobre a inibi¢do da AH usando

diversos agucares. Houve inibi¢do parcial com a glicoproteina albumina do soro bovino e

inibi¢do parcial da glicose e inibi¢do total com a azocaseina e N-acetil-D-glicosamina.
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Para a avaliagdo da AH de SoBL frente a variagdo de pH, temperatura e de ions metalicos
mono e divalentes foram avaliados no intuito de observar sua estabilidade estrutural. O efeito
da variagdo do pH foi avaliado, em diferentes valores de pH, por uma hora. SoBL apresentou
uma melhor AH em pH 5.0, no entanto permaneceu ativa at¢ o pH 7.0 e perdeu totalmente a
AH a partir do pH 8.0 (Figura 4). A redugéo e inativagao da atividade foram irreversiveis apds
retornar a0 pH neutro. Desta forma SoBL indicou ter maior estabilidade em pH é&cido,
apresentando semelhanga a lectina de Labramia bojeri (Macedo et al., 2004).

Na avaliagdo de estabilidade térmica foi utilizada uma faixa de temperaturas entre 30 e
100 °C por 30 minutos. SoBL apresentou AH até 70 °C, com o aumento da temperatura
ocorreu uma queda da AH, a qual permaneceu estavel até 100°C (Figura 4). Apesar da
diminuicao da AH de SoBL em temperaturas elevadas, a lectina mostrou ser termoestavel, pois
manteve sua fungdo de interagdo célula-carboidrato mesmo em alta temperatura. Embora na
maioria dos casos, quando ocorre mudanga de conformacgdo torna-se irreversivel, deve-se
tomar nota que, de fato, a agregacdo em solucdo térmica por ser totalmente
reversivel para um numero de proteinas (Chuan-He et al., 2007; Iwakura et al., 2001). SoBL
mostrou ser uma lectina termo estavel, com um comportamento semelhante ao relatado por
proteina de Ngai e Ng (2004), que manteve a HA a 100 ° C por 60 min. Os ions ndo afetaram
AH de SoBL.

SoBL em eletroforese apresentou um pequeno peso molecular, indicando uma massa
molecular de aproximadamente 6 kDa (Figura 3.) . As lectinas ligantes de quitinas sdo um
exemplo de lectinas com grande potencial bioldgico e biotecnologico. Foi apresentado também
que, lectina de L. bojeri tem pequena massa molecular, sendo formada por um polipeptidio
ligados por ponte de sulfeto, apresentando 19 e 20 kDa, quando tratado em eletroforese
redutora.  Lectinas, particularmente ligantes de quitina carregando o dominio Heveina, tem
sido estudado extensivamente. Lectinas como Hevein (4,7 kDa) e UDA (8,5 kDa), pode ser
pequeno o suficiente para penetrar através da parede celular de fungos e chegar a membrana
plasmatica, onde eles podem ter um efeito sobre os sitios ativos envolvidos na morfogénese da
parede celular (KOO et al., 1998).

SoBL ndo inibe o crescimento microbiano das espécies de bactérias Gram-negativas
Klebsiella pneumoniae ¢ Pseudomonas aeroginosa; bactérias Gram-positivas Bacilus subtilis,

Streptococcus faecalis e Staphylococcus aureus na concentragdo de 40pg. A avaliagdo da
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atividade antifungica foi realizada em paralelo e foi observado que SoBL ¢ ineficiente em
inibir o crescimento fingico, nas concentragdes de 40pg. O fato de SoBL ndo ter apresentado
atividade antimicrobiana com os microorganismos testados ndao impossibilita seu potencial

antimicrobiano frente a outras espécies, alterando simultaneamente sua concentragao.
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Tabela 1 - Extracdo e obtencado da lectina utilizando planejamento fatorial completo

2'+4
VARIAVEIS -1 0 +1
pH 6.0 7.0 8.0
NaCl (M) 0 0.075 0.15
Tempo (h) 8 16
Temperatura (°C) 4 27 40
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Tabela 2 - Planejamento fatorial completo (2*) com um total de 16 extracbes e 4
repeticdes no ponto central, utilizando as varidveis contendo os niveis selecionados na
tabela 1.

AMOSTRAY pH NaCl | TEMPO | TEMP(°c) AH DP AHE
1 6.0 0 4 4 8192 34,37 238
2 8.0 0 4 4 32768 17,87 1833
3 6.0 0.15 4 4 32768 16,26 2015
4 8.0 0.15 4 4 32768 17,26 1898
5 6.0 0 16 4 16384 28,37 577
6 8.0 0 16 4 32768 27,72 1182
7 6.0 0.15 16 4 8192 20,87 392
8 8.0 0.15 16 4 8192 13,18 621
9 6.0 0 4 40 8192 30.54 268
10 8.0 0 4 40 16384 32.44 505
11 6.0 0.15 4 40 2048 27.94 73
12 8.0 0.15 4 40 4096 23,65 173
13 6.0 0 16 40 8192 31,05 263
14 8.0 0 16 40 4096 24,62 166
15 6.0 0.15 16 40 2048 17,66 115
16 8.0 0.15 16 40 8192 25,09 326
17 7.0 0.075 8 27 8192 20,92 390
18 7.0 0.075 8 27 8192 22,47 364
19 7.0 0.075 8 27 8192 22,37 366

20 7.0 0.075 8 27 8192 20,33 402
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Tabela 3 — Tabela de purificacéo da lectina da entrecasca de Sideroxylon obtusifolium

(SoBL) com planejamento fatorial (P.F.)

Proteina Atividade Hemaglutinante Ativide_lde nggs d?
Amostra (mg) Hemaglutinante Rendimento  purificagéo
Especifica (units/mg) Total (units) (%)
Extracéo por P. F. 3252 2015 6,5 x 10° 100 1
Extragdo baseado no P. F. 7324 3579 26,2 x 10° 403.07 1,77
(NH,),SO, fragéo 1726 7593 13,1 x 10° 201.53 3,77
Quitina 13.6 7529 1,05 x 10° 1.61 3,73

Para um volume total de 200 mL de extrato bruto.
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Lista de figuras

Figura 1. Esquema Ctbico da AHE obtido do design da tabela 1.

Figura 2. Purifica¢do por quitina (14.3 mg de proteina). Seta indica elui¢do com acido

acético 1 M. Absorbancia a 280 nm (-[-); log da AH (-e-).

Figura 3. SDS-PAGE foi desenvolvido em sistema descontinuo 12% de gel de separacao e
5% de gel de empacotamento (MM) padrao de massa moelecular. (B) Extrato. (C) Fracao
60-80%. (D) 100 ug e (E) 200 ug de SoBL. Miosina (205 kDa), B-galactosidase de E. Coli
(116 kDa), Fosforilase b (97.4 kDa), Frutose-6-fosfato quinase (84 kDa), BSA (66 kDa),
glutamico desidrogenase (55 kDa), ovoalbumina (45 kDa), gliceraldeido-3-fosfato
desidrogenase (36 kDa), anidrase carbonica (29 kDa), tripisinogénio (24 kDa), Inibidor de

tripsina de soja (20 kDa), a-lactoalbumina (14.2 kDa) e aprotinina (6.5 kDa).

Figura 4. Efeito da temperatura ¢ pH sobre AHE. AHE em NaCl 0.15M com eritrdcitos de

coelho foi 7539 em pH 5.0 a 25 °C.
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5. CONCLUSOES

No presente estudo da espécie Sideroxylon obtusifolium foi obtida a primeira lectina obtida
por meio do planejamento fatorial e por um tnico processo cromatografico, indicando que
esta proteina faz parte da familia das lectinas ligantes de quitina. Por meio desta
caracteristica pode-se sugerir que SoBL podera apresentar um potencial bioldgico
importante, visto que muitas lectinas desta familia apresentam interessante atividade
bioldgica. A identificagdo de SoBL como uma lectina termoestavel possibilita sua futura
utilizacdo de forma segura em formulagdes, abrindo espaco para novas investigagdes
relacionadas a suas fungdes e aplicagdes biotecnoldgica. Futuras descobertas de aplicagdes
de lectinas obtidas por plantas medicinais podem desta forma abri importantes
possibilidades na medicina alternativa, levando em consideragdo o grande e diversificado
potencial de lectinas e do potencial fitoterapico de S. obtusifolium.
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Normas do periodico especializado, ao qual o trabalho da dissertagao sera submetido.

INSTRUCOES AOS AUTORES

Objetivo

A Revista Brasileira de Botanica ¢ a publicagdo oficial da Sociedade Botanica de
Sdo Paulo - SBSP, cujo objetivo ¢ publicar artigos originais de pesquisa cientifica em
Botanica, em portugués, espanhol ou inglés.
Normas editoriais
Os manuscritos completos (incluindo figuras e tabelas), em quatro copias, devem ser
enviados ao Editor Responsavel da Revista Brasileira de Botanica no endereco abaixo.
A aceitacao dos trabalhos depende da decisdo do Corpo Editorial. Os artigos devem conter
as informacgdes estritamente necessarias para a sua compreensao. Artigos que excedam 15
paginas impressas (cerca de 30 paginas digitadas, incluindo figuras e tabelas), poderdo ser
publicados, a critério do Corpo Editorial, devendo o(s) autor(es) cobrir(em) o custo
adicional de sua publicacdo. Igualmente, fotografias coloridas poderdo ser publicadas a
critério do Corpo Editorial, devendo o(s) autor(es) cobrir(em) os custos de publicagdo das
mesmas. As notas cientificas deverdo apresentar contribuicdo cientifica ou metodoldgica
original e ndo poderao exceder 10 paginas digitadas, incluindo até 3 ilustragdes (figuras ou
tabelas). Notas cientificas seguirdo as mesmas normas de publicagdo dos artigos completos.
Serdo fornecidas gratuitamente 20 sepa-ratas dos trabalhos nos quais pelo menos um dos
autores seja socio quite da SBSP. Para os demais casos, as separatas poderdo ser solicitadas
por ocasido da aceitagcdo do trabalho e fornecidas mediante pagamento.
Instru¢des aos autores
Preparar todo o manuscrito com numeracao seqiiencial das paginas utilizando: Word for
Windows versdo 6.0 ou superior; papel A4, todas as margens com 2 cm; fonte Times New
Roman, tamanho 12 e espagamento duplo. Deixar apenas um espago entre as palavras € ndo
hifeniza-las. Usar tabulagao (tecla Tab) apenas no inicio de paragrafos. Nao usar negrito ou
sublinhado. Usar italico apenas para nomes cientificos ou palavras e expressoes em latim.
Formato do manuscrito
Primeira pagina - Titulo: conciso e informativo (em negrito e apenas com as iniciais
maiusculas); nome completo dos autores (em maitsculas); filiagdo e enderego completo
como nota de rodapé, indicando autor para correspondéncia e respectivo e-mail; titulo
resumido. Auxilios, bolsas recebidas e numeros de processos, quando for o caso, devem ser
referidos no item Agradecimentos.
Segunda pagina - ABSTRACT (incluir titulo do trabalho em inglés), RESUMO (incluir
titulo do trabalho em portugués), Key words (até¢ 5, em inglés). O Abstract ¢ o Resumo
devem conter no maximo 250 palavras.
Texto - Iniciar em nova pagina colocando seqiiencialmente: Introdugdo, Material e
métodos, Resultados/ Discussdao, Agradecimentos e Referéncias bibliograficas.
Citar cada figura e tabela no texto em ordem numérica crescente. Colocar as citagdes
bibliograficas de acordo com os exemplos: Smith (1960) / (Smith 1960); Smith (1960,
1973); Smith (1960a, b); Smith & Gomez (1979) / (Smith & Gomez 1979); Smith et al.
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(1990) / (Smith et al. 1990); (Smith 1989, Liu & Barros 1993, Araujo et al. 1996, Sanches
1997).

Em trabalhos taxonomicos, detalhar as citacdes de material botanico, incluindo
ordenadamente: local e data de coleta, nome e niimero do coletor e sigla do herbario,
conforme os modelos a seguir: BRASIL: Mato Grosso: Xavantina, s.d., H.S. Irwin s.n. (HB
3689). Sdo Paulo: Amparo, 23/12/1942, J.R. Kuhlmann & E.R. Menezes 290 (SP); Matao,
ao longo da BR 156, 8/6/1961, G. Eiten et al. 2215 (SP, US).

Citar referéncias a resultados ndo publicados ou trabalhos submetidos da seguinte forma:
(S.E. Sanchez, dados nao publicados)

Citar numeros e unidades da seguinte forma:

- Escrever nimeros até nove por extenso, a menos que sejam seguidos de unidades ou
indiquem numeragao de figuras ou tabelas.

- Utilizar, para nimero decimal, virgula nos artigos em portugués ou espanhol (10,5 m) ou
ponto nos artigos escritos em inglés (10.5 m).

- Separar as unidades dos valores por um espago (exceto para porcentagens, graus, minutos
e segundos de coordenadas geograficas); utilizar abreviagdes sempre que possivel.

- Utilizar, para unidades compostas, exponenciacao e nao barras (Ex.: mg.dia-1 ao invés de
mg/dia, pmol.min-1 ao invés de pumol/min).

Nao inserir espagos para mudar de linha, caso a unidade nao caiba na mesma linha.

Nao inserir figuras no arquivo do texto.

Referéncias bibliograficas - Indicar ao lado da referéncia, a lapis, a pagina onde a mesma
foi citada.

Adotar o formato apresentado nos seguintes exemplos:

ZAR, J.H. 1999. Biostatistical analysis. Prentice-Hall, New Jersey.

YEN, A.C. & OLMSTEAD, R.G. 2000. Phylogenetic analysis of Carex (Cyperaceae):
generic and subgeneric relationships based on chloroplast DNA. In Monocots: Systematics
and Evolution (K.L. Wilson & D.A. Morrison, eds.). CSIRO Publishing, Collingwood,
p.602-609.

BENTHAM, G. 1862. Leguminosae. Dalbergiae. In Flora brasiliensis (C.F.P. Martius &
A.G. Eichler, eds.). F. Fleischer, Lipsiae, v.15, pars 1, p.1-349.

DOBEREINER, J. 1998. Funcio da fixacdo de nitrogénio em plantas nio leguminosas e
sua importancia no ecossistema brasileiro. In Anais do IV Simpdsio de Ecossistemas
Brasileiros (S. Watanabe, coord.). ACIESP, Sao Paulo, v.3, p.1-6.

FARRAR, J.F., POLLOCK, C.J. & GALLAGHER, J.A. 2000. Sucrose and the integration
of metabolism in vascular plants. Plant Science 154:1-11.

Citar dissertacdes ou teses somente em cardter excepcional, quando as informagdes nelas
contidas forem imprescindiveis ao entendimento do trabalho e quando ndo estiverem
publicadas na forma de artigos cientificos. Nesse caso, utilizar o seguinte formato:

SANO, P.T. 1999. Revisdao de Actinocephalus (Koern.) Sano - Eriocaulaceae. Tese de
doutorado, Universidade de Sdo Paulo, Sdo Paulo.

Nao citar resumos de congressos.

Tabelas

Usar os recursos de criacdo ¢ formatagdo de tabela do Word for Windows. Evitar
abreviagoes (exceto para unidades).

Colocar cada tabela em pagina separada e o titulo na parte superior conforme exemplo:
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Tabela 1. Produ¢do de flavonoides totais e fendis totais (% de peso seco) em folhas de
Pyrostegia venusta.

Nao inserir linhas verticais; usar linhas horizontais apenas para destacar o cabegalho e para
fechar a tabela.

Em tabelas que ocupem mais de uma pagina, acrescentar na(s) pagina(s) seguinte(s)
"(cont.)" no inicio da pagina, a esquerda.

Figuras

Submeter um conjunto de figuras originais em preto e branco e trés copias com alta
resolugao.

Enviar ilustracdes (pranchas com fotos ou desenhos, graficos mapas, esquemas) no
tamanho méaximo de 15 x 21 cm, incluindo-se o espago necessario para a legenda. Nao
serdo aceitas figuras que ultrapassem o tamanho estabelecido ou que apresentem qualidade
grafica ruim. Figuras digitalizadas podem ser enviadas, desde que possuam nitidez e que
sejam impressas em papel fotografico ou "glossy paper".

Graficos ou outras figuras que possam ser publicados em uma tnica coluna (7,2 cm) serao
reduzidos; atentar, portanto, para o tamanho de numeros ou letras, para que continuem
visiveis ap6s a reducdo. Tipo e tamanho da fonte, tanto na legenda quanto no grafico,
deverdo ser os mesmos utilizados no texto. Gréficos e figuras confeccionados em planilhas
eletronicas devem vir acompanhados do arquivo com a planilha original.

Colocar cada figura em pagina separada e o conjunto de legendas das figuras,
seqiiencialmente, em outra(s) pagina(s).

Utilizar escala de barras para indicar tamanho. A escala, sempre que possivel, deve vir a
esquerda da figura; o canto inferior direito deve ser reservado para o numero da(s)
figura(s).

Detalhes para a elaboragdo do manuscrito sdo encontrados nas ultimas paginas de cada
fasciculo. Sempre que houver duvida consulte o fasciculo mais recente da Revista.

O trabalho somente receberd data definitiva de aceitagdo apos aprovacao pelo Corpo
Editorial, tanto quanto ao mérito cientifico como quanto ao formato grafico. A versao final
do trabalho, aceita para publicacdo, devera ser enviada em uma via impressa e em disquete,
devidamente identificados.
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Santana, M.F.1, Carneiro, A.J.O.L.L.2, Caht, G.G.O.M.%, Coelho,L.C.B.B.%,Porto, T.3, Correia, M. T.S.t

1-Departamento de Bioquimica, Centro de Ciéncias Biolégicas, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.
2-Nlcleo em Educacédo a Distancia, Faculdade de Formacédo de Professores de Nazaré da Mata, Universidade de Pernambuco,
Nazaré da Mata, Brasil.
3- Laboratério de Imunopatologia Keizo Azami- LIKA, Universidade Federal de Pernambuco, Recife, Brasil.

INTRODUCTION

Sideroxylon obtusifolium, plant popularly known as
quixabeira (Figure 1) is an abundant species in the
Caatinga Region of Northeastern Brazil. The tree is widely
used in popular medicine for its astringent, tonic, anti-
diabetic and healing properties. The use of a statistical
planning is justified in the evaluation of appropriate
biochemical methods to minimize biological material,
optimize the time and ensure high-reliability statistical
results (95%).

Figure 1 - Sideroxylon obtusifolium tree

OBJECTIVE

This study aims to determine the best extraction
conditions for S. obtusifolium bark lectin through a
factorial design.

MATERIALS AND METHODS

A full factorial design (24) was used (Table 1), which was
evaluated in four independent variables: pH values (6.0,
7.0 and 8.0); NaCl concentrations (distilled water, 0.075 M
and 0.15 M), time (4, 8 and 16 h) and temperature (4, 24
and 40 °C) of extraction. The lectin activity was evaluated
through specific hemagglutinating activity (SHA) in each
extract.

RESU.LTS

The results (Table 1) showed that temperature (4° C) was
the best variable (Figure 2), showing significant effects for
SHA, followed by time (4 h), pH (6.0) and addition of NaCl
(0.15 M).

Supported by : CAPES, CNPq, PRONEX/FACEPE, UFPE

TABLE 1 - Variable analysis for S. obtusifolium bark lectin

extraction
pH NaCl TIME  TEMPERATURE AH Protein SHA
(M) (°c) (mg/ml)
1 6.0 [ 4 4 8192 34.37 238
2 8.0 0 4 4 32768 17.87 1,833
3 6.0 0.15 4 4 32768 16.26 2,015
4 8.0 0.15 4 4 32768 17.26 1,898
5 6.0 0 16 4 16384 28.37 577
6 8.0 0 16 4 32768 27.72 1,182
7 6.0 0.15 16 4 8192 20.87 392
8 8.0 0.15 16 4 8192 13.18 621
9 6.0 0 4 40 8192 30.54 268
10 8.0 0 4 40 16384 32.44 505
11 6.0 0.15 4 40 2048 27.94 73
12 8.0 0.15 4 40 4096 23.65 173
13 6.0 0 16 40 8192 31.05 263
14 8.0 0 16 40 4096 24.62 166
15 6.0 0.15 16 40 2048 17.66 115
16 8.0 0.15 16 40 8192 25.09 326
17 7.0 0.075 8 27 8192 20.97 390
18 7.0 0.075 8 27 8192 22.47 364
19 7.0 0.075 8 27 8192 22.37 366
20 7.0 0.075 8 27 8192 20.33 402
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Figure 2 - Cubic plot of the SHA effect obtained in the design of Table 1.

CONCLUSION

The obtained results revealed that the factorial design
was an efficient technique to help the determination of the
best conditions for lectin extraction. The steps followed,
with the best settings, will help in S. obtusifolium lectin
investigation.
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