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RESUMO

Plantas contém lectinas e metabdlitos secundarios capazes de induzir respostas
biolégicas em células de plantas e animais. Portulaca elatior € uma planta da
Caatinga que ainda nado teve sua composicdo quimica e potencial biotecnolédgico
amplamente estudados. Na presente tese, extratos organicos de caule e folhas
foram avaliados quanto a composi¢cdo quimica e suas propriedades antioxidantes,
analisadas in vitro pelos ensaios de DPPH, ABTS e fosfomolibdénio, e citotdxicas
frente a contra células humanas saudaveis e células leucémicas. Adicionalmente,
uma lectina do extrato da raiz de P. elatior foi isolada por cromatografia de afinidade,
em coluna de quitina, e seu potencial antimicrobiano foi avaliado frente a
microrganismos susceptiveis e resistentes a diversos antibioticos, além de analisar
0S mecanismos de agao envolvidos nas atividades antimicrobianas e a citotoxicidade
da lectina. A presenca de metabdlitos secundarios foi determinada por
cromatografias liquidas de camada fina e de alta performance. Flavonoides e
derivados cinamicos foram constituintes majoritarios dos extratos organicos
apresentando uma atividade antioxidante significativa. Os extratos organicos
testados apresentaram efeitos antiproliferativos frente a células de K562, MOLT-4 e
HL-60, tendo seu ICso variando de 5,13 a 9,66 pg/mL; ndo foram citotoxicos nem
hemoliticos frente a células humanas saudaveis. A lectina da raiz de P. elatior
(PeRoL) apresentou um ponto isoelétrico de 3.8, uma massa molecular nativa de 33
kDa, dividida em duas subunidades de 15kDa cada, ligadas por pontes de sulfeto. A
atividade hemaglutinante de PeRoL nao foi afetada por elevadas temperaturas e se
apresentou estavel na faixa de pH &acida. O dissacarideo trealose foi identificado
como o inibidor endégeno de PeRoL, presente nas raizes da planta. PeRoL
apresentou atividade bacteriostatica contra Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa e Staphylococcus aureus (concentracdo minima inibitoria de 8.1, 32.5 e
4.06 pg/mL, respectivamente); apresentou atividade bactericida contra trés cepas de
S. aureus (susceptivel, resistente a oxacilina e resistente a meticilina) (concentracéo
minima bactericida de 20, 40 e 40 pg/mL, respectivamente). Adicionalmente, foi
detectado efeito sinérgico da lectina com cefuroxima e cefoxitina, contra as cepas
resistentes de S. aureus, sem alterar a expressdo dos fatores de viruléncia
investigados. PeRoL n&o foi capaz de inibir a acdo hemolitica de S. aureus,

entretanto foi um agente anti-agregador para a cepa suscetivel deste microrganismo.



A atividade bactericida da proteina também foi detectada contra Klebsiella
pneumoniae resistente a polimixina (16 pg/mL), porém n&do causou alteracbes
morfométricas nas células. PeRoL induziu a morte de Candida tropicalis, Candida
parapsilosis, Candida albicans e Candida krusei com uma concentracdo minima
fungicida de 16 ug/mL; Para C. albicans e C. krusei a lectina inibiu a formacéo de
biofilme, além de se ligar a glicanos presentes na parede celular fungica. A lectina foi
capaz de inibir o crescimento de todos os microrganismos testados ainda nas
primeiras horas de incubacdo, além de nédo ser citotoxica e nem hemolitica para
células humanas saudaveis. Em concluséo, folhas e caule de P. elatior contém
extratos organicos com uma o6tima atividade antioxidante e antitumoral. As raizes de
P. elatior conttm uma lectina ligante de trealose, termoestavel e potente

antimicrobiana.

Palavras-chave: PeRoL. Atividade antimicrobiana. Sinergismo. Bactérias

super-resistentes. Atividade antitumoral. Efeito antioxidante.



ABSTRACT
Plants contain lectins and secondary metabolites capable of inducing biological
responses in plant and animal cells. Portulaca elatior is a Caatinga plant that has not
yet been widely studied for its chemical composition and biotechnological potential.
In the present thesis, organic extracts of stem and leaves were evaluated for
chemical composition and antioxidant properties, analyzed in vitro by DPPH, ABTS
and phosphomolibdenum tests, and cytotoxic against healthy human cells and
leukemic cells. Additionally, a lectin from root’s extract of P. elatior was isolated by
affinity chromatography on a chitin column, and its antimicrobial potential was
evaluated against susceptible and resistant microorganisms, in addition the action
mechanisms involved in the antimicrobial activities and lectin cytotoxicity were
evaluated. The presence of secondary metabolites was determined by thin layer and
high-performance liquid chromatographies. Flavonoids and cinnamic derivatives
were major constituents of organic extracts with significant antioxidant activity. The
tested organic extracts showed antiproliferative effects against K562, MOLT-4 and
HL-60 cells, with their ICso ranging from 5.13 to 9.66 pg/mL; they were neither
cytotoxic nor hemolytic when compared to healthy human cells. The P. elatior root
lectin (PeRoL) showed an isoelectric point of 3.8, a native molecular mass of 33 kDa,
divided into two subunits of 15kDa each, linked by sulfide bridges. The
hemagglutinating activity of PeRoL was not affected by high temperatures and was
stable in the acidic pH range. The trehalose disaccharide was identified as the
endogenous PeRoL inhibitor, present in the plant's roots. PeRoL showed
bacteriostatic activity against Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa and
Staphylococcus aureus (minimum inhibitory concentration of 8.1, 32.5 and 4.06
Mg/mL, respectively); showed bactericidal activity against three strains of S. aureus
(susceptible, resistant to oxacillin and resistant to methicillin) (minimum bactericidal
concentration of 20, 40 and 40 ug / mL, respectively). Additionally, a synergistic
effect of lectin with cefuroxime and cefoxitin was detected against the resistant
strains of S. aureus, without altering the expression of the investigated virulence
factors. PeRoL was not able to inhibit the hemolytic action of S. aureus, however it
was an anti-aggregating agent for the susceptible strain of this microorganism. The
bactericidal activity of the protein was also detected against polymyxin-resistant
Klebsiella pneumoniae (16 ug/mL), but did not cause morphometric changes in cells.

PeRoL induced the death of Candida tropicalis, Candida parapsilosis, Candida



albicans and Candida krusei with a minimum fungicidal concentration of 16 ug/mL;
For C. albicans and C. krusei, the lectin inhibited biofilm formation, in addition to
binding to glycans present in the fungal cell wall. Lectin was able to inhibit the growth
of all tested microorganisms in the first hours of incubation, in addition to being
neither cytotoxic nor hemolytic for healthy human cells. In conclusion, P. elatior
leaves and stem contain organic extracts with excellent antioxidant and anti-tumor
activity. The roots of P. elatior contain a thermostable and potent antimicrobial
trehalose-binding lectin.

Keywords: PeRoL. Antimicrobial activity. Synergism. Super-resistant bacteria.

Antitumor activity. Antioxidant effect.
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1 INTRODUCAO

A rica biodiversidade brasileira inclui inGmeras plantas com potencial
farmacolégico e que vém sendo utilizadas pela populacdo no controle de diversas
doencas (MENEGUELLI et al., 2017). O semiarido brasileiro possui uma parte
significativa desta diversidade, principalmente na regido conhecida como Caatinga
(SANTOS et al., 2017).

Lectinas sdo proteinas que ligam carboidratos ou glicoconjugados, de forma
especifica e reversivel (LIMA et al., 2018). Sdo moléculas com diversas
propriedades bioldgicas e vastamente encontradas em plantas. Sharon e Lis (2004)
afirmam que as lectinas desempenham papéis importantes no controle da
biossintese de glicoconjugados, imunidade inata, regulacdo do crescimento e
apoptose das células e regulacao do ciclo celular. Do ponto de vista biotecnolégico,
tém sido relatadas atividades antitumoral, anti-inflamatéria, inseticida e
antimicrobiana (PAIVA et al., 2011; PROCOPIO et al., 2017; SILVA et al., 2018).

A atividade antibacteriana das lectinas resulta da interacdo com acidos
teicoicos e teicurénicos, peptideoglicanos e lipopolissacarideos presentes na parede
celular bacteriana. As lectinas podem causar a formacéo de poros na parede celular
promovendo a morte bacteriana pelo extravasamento do conteudo celular (PAIVA et
al., 2010; CARVALHO et al., 2015). A atividade antifungica de lectinas resulta da
interacdo com a parede celular de hifas, o que pode levar a reducéo na absor¢éo de
nutrientes, assim como interferir no processo de germinacao de esporos (LAM & NG,
2011; JONES, 2017).

Os metabdlitos secundarios, tais como compostos fendlicos, terpenoides,
Oleos essenciais, alcaloides, entre outros, sdo compostos elaborados a partir de

metabalitos primarios (AL-ANI, 2015). Estes compostos estdo presentes nas plantas
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superiores e apresentam grande diversidade, podendo ser separados em
nitrogenados (alcaloides, aminoacidos nao proteicos, aminas, alcamidas, glicosideos
cianogénicos e glicosinolatos) e ndo nitrogenados (monoterpenos, diterpenos,
triterpenos, tetraterpenos, sesquiterpenos, saponinas, flavonoides, esteroides,
cumarinas). A diversidade é ainda maior, uma vez que esses compostos principais
originam diversos derivados, de acordo com o tecido ou 6rgdo da planta e o estagio
de desenvolvimento. Muitos destes produtos por suas atividades biolégicas e
farmacoldgicas sdo usados como agentes quimioterapicos ou servem como ponto
de partida para o desenvolvimento de novos medicamentos (SOLAROVA, 2020).

O género Portulaca apresenta cerca de 120 espécies, 13 delas no Brasil
(COELHO & GIULIETTI, 2010), sendo a regido Nordeste a que mais apresenta
espécies descritas. Portulaca elatior (MART. EX ROHRB, 1872) encontrada nos
municipios de Juazeiro e Castro Alves, Estado da Bahia, no municipio de
Petrolandia, Estado do Pernambuco, no municipio de Aroeiras, Estado da Paraiba e
em outros locais do semiarido nordestino (COELHO et al., 2010).

Os resultados obtidos contemplam a purificacdo e caracterizagdo estrutural de
uma lectina (PeRoL: P. elatior root lectin) isolada da raiz de P. elatior. PeRoL foi
avaliada quanto os feitos da lectina sobre: crescimento e sobrevivéncia de bactérias
e fungos de importancia médica, bem como os mecanimos envolvidos na agéo
contra duas espécies de Candida e sua a¢céo na formacgéao de biofilme; citotoxicidade
frente a células mononucleares do sangue periférico (PBMC'’s), atividade hemolitica.
A identificacdo das classes majoritarias de metabdlitos secundarios presentes em
extratos organicos de folhas e caule de P. elatior foram avaliados quanto: atividade
antioxidante, citotoxicidade frente a células humanas normais (PBMC’s), células

tumorais e atividade hemolitica.
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OBJETIVOS
OBJETIVO GERAL
Isolar e caracterizar moléculas bioativas de folhas, caule e raiz de Portulaca

elatior, determinando seu potencial antimicrobiano, antioxidante, citotoxico e

hemolitico.

OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Preparar extratos salinos de folhas, caule e raiz de P. elatior e isolar lectina a
partir do extrato salino com maior atividade hemaglutinante especifica.

e Caracterizar a lectina isolada quanto ao ponto isoelétrico, massa molecular
nativa, composi¢cdo de subunidades, peptideos obtidos ap6s a digestdo da
lectina com tripsina, estabilidade da estrutura, atividade hemaglutinante frente
a ions e diferentes valores de pH e temperatura e quanto aos glicanos
ligantes por Microarray.

e Investigar a lectina isolada frente as atividades hemolitica e citotoxica sobre
células humanas normais e tumorais.

e Investigar a lectina isolada quanto a sua atividade frente a microrganismos
sensiveis e super-resistentes.

e Investigar a lectina isolada quanto a sua atividade contra espécies de
Candida.

e Obter extratos organicos de folhas e caule de P. elatior.

¢ Identificar metabdlitos secundarios presentes em extratos organicos de folhas,
caule e raiz de P. elatior.

e Investigar a atividade antioxidante dos extratos organicos.

e Investigar os extratos organicos obtidos quanto a atividade hemolitica,

citotoxica frente células humanas normais e tumorais.
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2 FUNDAMENTACAO TEORICA

2.1 CAATINGA

O numero de espécies de plantas conhecidas no Brasil €& de
aproximadamente 46 mil. Uma parte significativa desta diversidade esta contida na
Caatinga, maior regido de Floresta Sazonalmente Seca Tropical, encontrada
exclusivamente na regido semiarida do Nordeste brasileiro (FERNANDES et al.,
2018).

A Caatinga ocupa uma area equivalente a 11% do territério nacional,
distribuida pelos estados de Alagoas, Bahia, Ceara, Maranhdo, Pernambuco,
Paraiba, Rio Grande do Norte, Piaui, Sergipe e Minas Gerais (Figura 1). E composta
por uma grande variedade de plantas, a depender dos periodos de chuva, tipo de
solo e altitude. Este tem sido considerado um ecossistema bastante degradado, o
que tem comprometido a sua biodiversidade. (LEAL et al. 2005; ARAUJO, et al.,

2008; ALVES et al. 2009; MMA, 2020).

Figura 1. Distribuicdo Geografica da Caatinga

Fonte: ALVES et al. (2009)
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Estima-se que pelo menos 932 espécies ja foram registradas para a regiao,
sendo 380 endémicas (MMA, 2020). A Caatinga é um tipo de formacéao vegetal com
caracteristicas bem definidas: arvores baixas e arbustos que, em geral, perdem as
folhas na estacéo seca (espécies caducifélias). Apresenta trés estratos: arbéreo (8 a
12 metros), arbustivo (2 a 5 metros) e herbaceo (abaixo de 2 metros) (BAUER et al.,
2016). A precipitacdo anual média no bioma € de 590 milimetros e & fortemente
concentrada numa estagdo chuvosa curta, seguida por uma estagdo seca marcante
de até 10 meses (FARIAS et al., 2017).

Vérias espécies de plantas encontradas na Caatinga apresentam atividades
bioldgicas diversas, dentre elas atividade anticolinesterasica (CASTRO, 2016; DE
LIRA TEIXEIRA, 2019), gastroprotetora (ARAUJO DE LIMA et al., 2017),
antioxidante (ARAUJO et al., 2015; DE LIRA TEIXEIRA, 2019) analgésica (ARAUJO
et al., 2014; COSTA et al.,, 2020), antialérgica (ALBUQUERQUE et al.,, 2011),
antiinflamatéria (ALBUQUERQUE et al., 2011; ARAUJO et al., 2015; COSTA et al.,
2020), anticoagulante (ARAUJO et al., 2011; LUZ et al., 2019), ansiolitica (RIBEIRO
et al., 2006; DINIZ et al., 2019), tripanocida (SOUZA et al., 2017) e antimicrobiana
(CARVALHO et al., 2015; BIASI-GARBIN et al., 2016; LIMA et al., 2020).

A identificacdo de compostos bioativos em plantas da Caatinga contribui para
promover o desenvolvimento biotecnoldgico do semiarido e valorizar a regido como
fonte de recursos para o homem, o que estimula a sua conservagéo (ALVES, 2007;

PEREIRA JUNIOR, 2014; LIMA et al., 2020).

2.2 PLANTAS TOXICAS

Entende-se por planta téxica aquela capaz de causar uma determinada

enfermidade ou até mesmo morte, em homens e/ou animais, quando consumida in
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natura (OLIVEIRA et al.,, 2017). Numerosas espécies de plantas, no mundo todo,
sdo consideradas toxicas, principalmente na pecuaria (LEONG et al.,, 2017). No
Brasil, o nUmero de plantas conhecidas e relatadas como toxicas para ruminantes e
equinos tém tido um aumento gradual. Em 1990, Tokarnia et al. (1990) mencionam a
existéncia de 60 espécies toxicas. Em 2000, eram conhecidas 90 espécies
pertencentes a 52 géneros (RIET-CORREA & MEDEIROS, 2001). Em 2004 este
namero aumentou para 113 espécies e 64 géneros (RIET-CORREA et al., 2007); em
2008, 122 espécies e 71 géneros (RIET-CORREA et al.,, 2009), em 2012, 129
espécies e 78 géneros (RIET-CORREA et al., 2012) e em 2017, 131 espécies e 79
géneros (RIET-CORREA et al., 2017).

Sao conhecidas pelo menos 38 plantas toxicas na Regido Nordeste, sendo as
mais importantes Mimosa tenuiflora, para caprinos e ovinos, Mascagnia rigida e
Thiloa glaucocarpa para bovinos (TOKARNIA et al., 2000, RIET-CORREA et al.,
2017). O numero de plantas toxicas conhecidas aumenta consideravelmente com a
exploracéo de novas areas. Um exemplo disso é o Estado da Paraiba, onde até o
ano 2000 eram conhecidas 8 plantas tdxicas e, ap0s a criagcdo de um grupo de
pesquisa em plantas téxicas esse numero aumentou para 21 (RIET-CORREA et al.,
2017).

Dentre as diversas patologias causadas por plantas toxicas, destacam-se os
distarbios gastrointestinais, pois podem causar morte subita nos animais (PESSOA
et al., 2013). S&o conhecidas, no nordeste brasileiro, atualmente, 7 espécies de
plantas toxicas que afetam o sistema digestivo dos ruminantes: Enterolobium
contortisiliquum (BACHA et al., 2017), Stryphnodendron coriaceum (PUPIN et al.,
2017) e Luetzelburgia auriculata, que causam alteracdes digestivas com lesdes

degenerativas dos pré-estdmagos e diarreia ou fezes amolecidas (CAVALCANTI et
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al., 2017); Arrabidaea corallina, que causa diarreia (PESSOA et al., 2013); Plumbago
scandens, que causa degeneracdo e necrose da mucosa dos pré-estbmagos com
pigmentacdo da urina e mucosa do trato digestivo (MEDEIROS et al., 2001);
Centratherum brachylepis, que causa degeneracdo e necrose dos pré-estbmagos
com edema de face e garganta (OHFUJI et al., 2016); Dieffenbachia sp., que causa
edema na lingua e face (DANTAS et al., 2007) e Portulaca elatior, que ataca
primariamente o sistema digestivo e depois o0 sistema nervoso dos ruminantes

(OLIVEIRA NETO et al., 2017).

2.3 FAMILIA PORTULACACEAE

Com distribuicdo cosmopolita, a familia Portulacaceae possui cerca de 30
géneros e 500 espécies. Os géneros mais representativos sdo: Portulaca com cerca
de 100 espécies, Calandrinia com cerca de 150 espécies e Talinum com mais de 50
espécies (CAROLIN, 1993; NYFFELER & EGGLI 2010). Coelho (2015) relatou, no
Brasil, 15 espécies em dois géneros: Talinum e Portulaca, sendo o Portulaca com 13
espécies.

O género Portulaca apresenta plantas herbaceas, raramente arbustivas ou
arboreas, geralmente suculentas, de folhas simples, alternas, sub-opostas,
verticiladas, inflorescéncias cimosas ou apresentando flores solitarias. Suas flores
sdo bissexuadas, raramente unissexuadas, actinomorfas e monoclamideas
(geralmente com um par de bractéolas) (COELHO et al., 2010).

A espécie Portulaca elatior (Figura 2) € caracterizada por apresentar habito
ereto, pouco comum no género Portulaca, com caules variando de 20 a 80 cm de
altura. O caule é bastante ramificado desde a base, apresentando cor verde ou

avermelhado, neste dltimo caso quando encontrado em ambientes aridos da
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Caatinga. As folhas se apresentam lineares e pouco suculentas (COELHO et al.,

2010).

Figura 2. Portulaca elatior

Fonte: O autor.

Diversas espécies do género Portulaca sao descritas na regido do semiarido
brasileiro. P. elatior ja foi relatada no Estado da Bahia, municipios de Castro Alves e
Juazeiro, em Pernambuco no municipio de Petrolandia e na Paraiba no municipio de
Aroeiras e de Gado Bravo (GALIZA et al.,, 2011; MACHADO-FILHO et al., 2012,

RIET-CORREA et al., 2017). Como ja mencionado, essa espécie foi descrita por
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produtores rurais, como causa de manifestacbes clinicas de perturbaces
gastrintestinais em ruminantes. Os sinais clinicos observados foram intensa
salivacdo, relutdncia em se movimentar, tremores de labios, marcha levemente
incoordenada arrastando as pincas dos membros posteriores, diarreia, timpanismo,
dor abdominal, gemidos, desidratacdo e berros constantes. A morte ocorria 2 a 48
horas apés o inicio dos sinais clinicos. (ALBUQUERQUE et al. 2007; SILVA et al.

2009; COELHO et al., 2010; GALIZA et al., 2011; RIET-CORREA et al., 2017).

2.4 MICROORGANISMOS PATOGENICOS

Os microrganismos patogénicos causam diversas doencas infecciosas que
podem levar até a morte do individuo, seja por septicemia ou outra complicacao.
Apesar dos primeiros triunfos sobre doencas infecciosas com o desenvolvimento de
vacinas e antibiéticos, bem como o advento da penicilina, patbgenos novos e
multirresistentes estdo emergindo continuamente causando infeccfes mais severas
e poucos antibiéticos novos tém sido inseridos na clinica (WALSH, 2020).

O surgimento de agentes microbianos patogénicos resistentes a multiplos
farmacos representa um desafio de saude publica no mundo (World Health
Organization, 2019). A capacidade de adaptacdo genética frente as mudancas
ambientais € a principal responsavel pela resisténcia bacteriana aos
antimicrobianos, em resposta, principalmente, ao amplo uso desses medicamentos
(STEFANIUK et al., 2016). Atualmente, cerca de 700 mil mortes, por ano, no mundo
sdo causadas por microrganismos multirresistentes (World Health Organization,
2019).

Diversos fatores podem contribuir para o aumento da resisténcia aos

antimicrobianos e vao desde terapias inadequadas de pacientes infectados, a
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atrasos na iniciacdo da antibioticoterapia apropriada. Fatores estes que associados
ao uso indiscriminado de farmacos favorecem o surgimento de cepas resistentes
(BARROS et al., 2012). A resisténcia microbiana pode ser classificada em natural,
guando um farmaco nao tem acdo sobre um determinado microrganismo devido as
caracterias proprias a ele; e adquirida, que se desenvolve quando uma cepa se
torna resistente a um farmaco ao qual era sensivel anteriormente, ocorrendo por
mecanismos genéticos diversos como: alteracdo do receptor para acdo da droga,
producdo de enzimas inativadoras, via metabdlica alternativa. (MOREHEAD, 2018).
Atualmente, € imprescindivel compreender o0s processos relacionados a
resisténcia microbiana, buscar novos agentes antimicrobianos efetivos contra cepas
multirresistentes, bem como identificar os mecanismos de acdo destes novos

agentes (OLIVEIRA et al., 2016; WALSH, 2020).

2.4.1 Klebsiella pneumoniae

Klebsiella € um género que compreende bacilos Gram-negativos, imoveis,
anaeroébios facultativos, fermentadores de lactose e produtores de capsula mucoide,
pertencentes a familia Enterobacteriaceae. Esse género é composto por algumas
espécies, como: Klebsiella terrigena, Klebsiella oxytoca, Klebsiella planticola e
Klebsiella pneumoniae (LI et al., 2014) sendo, a Ultima, um patdgeno oportunista
humano, causador mais comum de infeccbes nosocomiais e comunitarias
(PODSCHUN E ULLMANN, 1998), como pneumonia, infec¢des no trato urinario, na
corrente sanguinea, infeccdes de feridas cirurgicas, peritonite, septicemia, meningite
(NAMRATHA et al., 2015) e abscesso hepatico piogénico (LEDERMAN E CRUM,
2005).

Klebsiella pneumonie possui diversos fatores de viruléncia (Figura 3)

envolvendo céapsula, lipopolissacarideos (LPS), fimbrias, adesinas n&o-fimbriais e
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sistemas de eliminacédo de ferro (sideroforos) (PACZOSA E MECSAS, 2016). Além
disso, a patogenicidade de Klebsiella é aumentada pela sua capacidade de

formacéo de biofilme (DESAI et al., 2019).

Figura 3. Fatores de viruléncia caracterizados em Klebsiella pneumoniae.
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Adaptado de PACZOSA E MECSAS (2016)

A capacidade da cepa classica de K. pneumoniae (cKp) desenvolver
resisténcia a multiplas drogas, do inglés Multidrug resistant (MDR), e formar biofilme
torna o tratamento de infecgbes extremamente dificil (SADEKUZZAMAN et al.,
2015). Um numero cada vez maior de surtos hospitalares em unidades de terapia
intensiva (UTIs) e maternidades vem sendo causadas por cepas multirresistentes de
K. pneumoniae (MOELLERING et al., 2010; POMAKOVA et al., 2012).

Os principais mecanismos de resisténcia antimicrobiana sédo a diminuicdo na
absorcdo dos antibidticos (PAGES et al.,, 2008), modificacdo dos alvos dos
antibioticos (SANDER et al., 2002) e inativacdo do antibiético (PATERSON et al.,
2005). Contudo, novos mecanismos vém sendo descobertos, incluindo efluxo de
multiplas drogas, integrons, hipermutabilidade e a transferéncia de plasmideos, este
ultimo tem facilitado a disseminagdo de resisténcia entre as cepas (LIVERMORE,

2003).
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A Organizacao Mundial de Saude (OMS) considera a K. pneumoniae como
uma forte ameaca a saude publica, uma vez que esse microrganismo é capaz de
produzir enzimas que degradam uma variedade de antimicrobianos (WORLD
HEALTH ORGANIZATION, 2020). As principais enzimas produzidas sédo as
betalactamases de espectro estendido (ESBL), carbapenemase (KPC),
metalobetalactamases (MBL) e betalactamases classe C (AmpC). Cepas produtoras
dessas enzimas tém se disseminado mundialmente e sdo resposaveis por elevar os
custos dos tratamentos, além de aumentar as taxas de morbimortalidade (HAWKEY
and JONES, 2009; MEYER and PICOLI, 2011). Cepas produtoras de
Cabapenemase (KPC) apresentam resisténcia a praticamente todos os antibioticos
beta-lactamicos disponiveis incluindo os antibiéticos carbapenémicos (PACZOSA E
MECSAS, 2016).

As cepas produtoras de ESBLs apresentam resisténcia as cefalosporinas e
aos monobactamicos, jA as cepas produtoras de KPC apresentam resisténcia a
praticamente todos os antibidticos beta-lactamicos disponiveis incluindo os
antibiéticos carbapenémicos (PACZOSA E MECSAS, 2016).

O aumento global no numero de casos envolvendo cKp com resisténcia
multipla a cefalosporinas, monobactamicos, beta-lactamicos e carbapenémicos fez
com que a colistina (polimixina E) fosse reintroduzida no tratamento de infec¢des por
este microrganismo. No entanto, casos de cepas resistentes a colistina também ja
foram reportados (OLAITAN et al., 2014; LIU et al., 2015; MACESIC, 2019). A
colistina tem sido a udltima opcao terapéutica para o tratamento de infeccbes
causadas por K. pneumoniae produtoras de KPC. Com isto, as opcdes de

tratamento para cepas resistentes estdo cada vez menores, fica destacada a
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necessidade do uso de novas abordagens antimicrobianas (OLAITAN et al., 2014b;

NATION et al., 2015).

2.4.2 Staphylococcus aureus

Staphylococcus aureus é uma bactéria Gram-positiva, sendo frequentemente
encontrada na pele e nas fossas nasais. Tem a forma de cocos e tende a ser
organizada isodalamente, aos pares, em cadeias curtas ou agregados, comumente,
descritos como "cacho de uvas". Sdo iméveis, ndo esporulantes e geralmente nao
encapsuladas (LOWY, 1988; RASIGADE et al., 2014).

S. aureus € o agente causador de varias infecgcbes humanas, incluindo
bacteremia, endocardite infecciosa, infecgcbes de pele e tecidos moles (impetigo,
foliculite, furdnculos, carbunculos, celulite, sindrome da pele escaldada e outros),
osteomielite, artrite séptica, infeccbes por dispositivos protéticos, infeccdes
pulmonares (pneumonia e empiema), gastroenterite, meningite, sindrome de choque
toxico e infeccdes do trato urinario (TONG et al., 2015).

O potencial patogénico de S. aureus estd relacionado com diversos
mecanismos para evitar a resposta imune do hospedeiro e inclui a produgcéo de
capsulas antifagocitica, sequestro de anticorpos do hospedeiro ou mascaramento de
antigenos pela proteina A, formacdo de biofilme, sobrevivéncia intracelular e
quimiotaxia de bloqueio de leucocitos (FOSTER, 2005; DELEO et al., 2009).
Também apresenta diversos fatores de viruléncia que facilitam a fixacdo, interacéo
célula-célula, colonizacdo e danos teciduais (TANG et al., 2017; KONG et al., 2018).

As cepas de Staphylococcus aureus resistente a diversas classes de
antibiotico (MRSA) carregam um gene mecA no cromossomo bacteriano, que esta
localizado em um complexo genético mével chamado cassete cromossémico mec

estafilococico ou Staphylococcal Cassete Cromossomal mec (SCCmec), conferindo
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resisténcia a varios antibioticos, dependendo do tipo de SCCmec (YAHAV et al.,
2019). O gene mec codifica a proteina PBP2a (proteina 2a de ligacdo a penicilina).
PBP-2a € uma proteina de ligacdo a penicilina (PBP), ou enzima essencial da
parede celular bacteriana que catalisa a producdo do peptidoglicano na parede
celular bacteriana. O PBP-2A tem uma afinidade mais baixa para se ligar a beta-
lactamicos (e outros antibidticos derivados da penicilina) quando comparado a
outros PBPs; portanto, o PBP-2A continua a catalisar a sintese da parede celular
bacteriana mesmo na presenca de muitos antibiéticos. Como resultado, as cepas de
S. aureus que sintetizam PBP2a tendem a ser resistentes a meticilina, nafcilina,
oxacilina e cefalosporinas (BAIG et al., 2019; DELORME et al., 2019).

O tratamento de pacientes com infec¢cdo causada por MRSA tem se tornado
um desafio de salude publica, uma vez que essas cepas sao resistentes aos beta-
lactamicos. Como alternativa aos beta-lactamicos, o uso de glicopeptideos, como a
vancomicina, tem se tornado cada vez mais comum como alternativa para o
tratamento de infeccdes por essas linhagens multirresistentes (GARDNER et al.,
2018). Entretanto, o uso frequente dessa classe de antibidticos tambem tem
diminuido a sensibilidade de cepas MRSA a esta droga, em escala global (WILCOX
et al., 2019). O antibiotico linezolida, Unico antibiético da classe do oxazolidinona,
vem sendo amplamento utilizado para cepas MRSA resistentes a vancomicina
(PERUGINI et al., 2015). Porém, cepas MRSA resistentes a linezolida tém sido

descritas (WEI et al., 2018; SILVA et al., 2019).

2.4.3 Candida

O género Candida, pertencente a familia Saccharomycetaceae, é constituido
por 163 espécies. Sao fungos polimorfos e algumas espécies sdo responsaveis por

causar infeccdes no homem através de micoses superficiais e/ou invasivas. (SILVA,
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2002). Espécies de Candida sdo cosmopolitas e fazem parte da microbiota normal
dos humanos, colonizando as mucosas do trato gastrointestinal, boca, vagina e pele.
As espécies de maior importancia meédica sdo: Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei. (TONG et al.,
2017).

As infec¢des fungicas tornaram-se cada cada vez mais comuns em ambientes
hospitalares acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos (LIMPER
et al., 2017). A incidéncia de infec¢cdes por Candida variam de 2 a 6,7 por 1.000
admissdes hospitalares, sendo 5 a 10 vezes maiores em UTI's que nas enfermarias
em geral. (DAS, 2019).

O género Candida € responsavel por infeccdes superficiais e invasivas em
diferentes sitios anatémicos. Possui patogenicidade e fatores de viruléncia que
auxiliam na invasdo e adesdo ao epitélio e mucosa, como o dimorfismo. O
dimorfismo compreende o crescimento leveduriforme (blastoconideos) e forma
filamentosa (Figura 4), intereferindo na patogenicidade uma vez que as hifas
possuem maior capacidade de aderéncia e penetracdo em célula animal do que os
blastoconideos. Sao ainda termotolerantes e produtoras de hidrolases e de biofilme
(HILLER, 2011). As hidrolases sdo essenciais na adesao, penetragdo tecidual e
invaséo, facilitando o dano dos tecidos do hospedeiro pelas fosfolipases, proteases
e hemolisinas produzidas (EL-HOUSSAINI et al., 2019).

Figura 4. Dimorfismo apresentando morfologia leveduriforme (a) e filamentosa (b).

Fonte: HILLER (2011)
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2.4.4 Biofilme

O biofilme microbiano é uma comunidade estruturada de células fechadas em
uma matriz polimérica autoproduzida e aderente a uma superficie inerte ou viva, que
constitui um modo de crescimento protegido permitindo a sobrevivéncia em
ambiente hostil. Os microrganismos formadores de biofilme utilizam mecanismos
especificos para fixacao inicial a uma superficie (adesédo), seguido de formacao de
microcolbnia levando ao desenvolvimento da estrutura tridimensional do biofilme
maduro. Eles diferem de suas contrapartes de vida livre (plancténicas) em sua taxa
de crescimento, composi¢do e aumento da resisténcia a antibidticos, anticorpos em
virtude da regulacdo positiva e / ou negativa de seus genes (LIN et al., 2017,

MOURA et al., 2017; GUO et al., 2019).

2.5 LECTINAS

Lectinas sdo proteinas com a capacidade de reconhecer e se associar a
carboidratos por interacdes de Van der Waals ou pontes de hidrogénio, de forma
reversivel e com elevada afinidade, sem, contudo, apresentarem caracteristicas
imunoldgicas ou promovem alteracdo na estrutura covalente do carboidrato (LIS &
SHARON, 1998; CAMACHO, 2007; SILVA et al., 2010; KARNCHANATAT, 2012;
FREIRE et al., 2015). Estas proteinas sdo detectadas pela sua capacidade de se
ligar aos carboidratos da superficie de células (PAIVA et al., 1992; LAM et al., 2011,
GEMEDE et al., 2014).

A presenca de lectinas em uma amostra pode ser detectada a partir de
ensaios de aglutinagdo, sendo mais comumente utilizado o de hemaglutinacéo
(Figura 5). Nesse teste, é realizada uma diluicdo seriada da amostra contendo
lectina e posterior incubagdo com eritrocitos; a rede formada entre os eritrocitos

constitui o fendmeno de hemaglutinagdo. Os eritrocitos utilizados podem ser de
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humanos ou de animais, os quais podem ser tratados enzimaticamente (com
tripsina, papaina, entre outras) ou quimicamente (com glutaraldeido ou formaldeido),
aumentando ou ndo a sensibilidade das células a lectina (PAIVA et al., 1992; LAM et
al., 2011). O ensaio de inibicdo por carboidratos se da pela adicdo de um acucar ou
glicoproteina ao tampao NaCl 0,15M, assim é possivel verificar a especificidade da
lectina, além de confirmar a presenca da lectina, uma vez que outros compostos
como taninos e lipideos podem interagir de modo ndo especifico com os eritrocitos,

resultando em um falso positivo (FREIRE et al., 2015.

Figura 5. Esquema ilustrativo de ensaio de hemaglutinagéo.
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Fonte: O autor.

Atualmente, sabe-se que as lectinas sdao amplamente distribuidas na
natureza, sendo encontradas em animais, vegetais, bactérias, fungos e virus
(SARTIM et al., 2017). No entanto, as primeiras lectinas foram extraidas de plantas,

devido a facilidade de extracédo e ao rendimento elevado (SHARON & LIS, 1990).
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Nos vegetais, as lectinas tém sido encontradas em cerne, folhas, flores,
sementes, cascas, raizes e rizomas (YANG et al., 2011; SANTANA et al., 2012;
(PROCOPIO et al, 2017).

As lectinas, devido a suas diferencas estruturais e de especificidade,
apresentam uma grande variedade funcional. A Figura 6 representa algumas

funcdes desempenhadas pelas lectinas.

Figura 6. Representacdo da diversidade funcional das lectinas.
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As lectinas que se encontram no citoplasma (1) podem ser armazenadas nos
vacuolos de reserva proteica, podem ser translocadas para o nucleo da célula (2) ou
secretadas para o meio extracelular (3), onde funcionam como receptores de
carboidratos de agentes patogénicos (4), estabelecem ligagbes entre si, formando
complexos que se ligam a carboidratos presentes na célula que as sintetizou (5) e a

carboidratos da matriz extracelular (6). Podem desencadear cascatas de sinalizacao
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(apoptose, migracao celular, liberacdo de mediadores) (7) ou promover interacdes

célula-célula e célula-matriz (8) (VASTA et al., 2012; GABIUS et al., 2016).

2.5.1 Classificacao

As lectinas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura,
especificidade de ligacdo ao carboidrato e dominio de reconhecimento ao
carboidrato (CRD — Carbohydrate Recognition Domain) (GODULA et al., 2018).
Quanto a estrutura, as lectinas podem ser classificadas em quatro grupos:
merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 7). As
merolectinas sdo proteinas que contém apenas um dominio de ligacdo a
carboidratos. As hololectinas tém pelo menos dois dominios de ligacdo a
carboidratos idénticos. As quimerolectinas sédo constituidas por um ou mais dominios
de ligagéo a carboidratos incorporando outros dominios que exercem outra atividade
biologica, sendo as hololectinas e as quimerolectinas estruturas bastante
abundantes nas lectinas de plantas. Por fim, as superlectinas possuem pelo menos
dois dominios de ligacdo a carboidratos estruturalmente diferentes
(VANDENBORRE et al., 2011; KARNCHANATAT, 2012; FREIRE et al.,, 2015;
ITAKURA et al., 2017).

As lectinas também sdo classificadas de acordo com a especificidade de
ligacdo ao carboidrato em seis grupos: ligadoras de glicose/manose, ligadoras de
galactose/N-acetilgalactosamina, ligadoras de N-acetilglicosamina, ligadoras de L-
fucose, ligadoras de acido sialico e ligadoras de glicanos complexos (PEUMANS et
al., 1995; KARNCHANATAT, 2012; ITAKURA et al., 2017).

A classificacdo CRD é atribuida em funcdo da estrutura dos dominios que
estabelecem e reconhecem a ligacdo ao carboidrato. Sendo assim, as lectinas de

plantas sdo classificadas em quatro grupos: lectinas de monocotiledéneas que se
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ligam a carboidratos a-D-manose, lectinas de dominio folhas-, dominio homologo a
cianovirina-N e lectinas de leguminosas, sendo este ultimo grupo o mais estudado

(VARROT et al., 2011; JOHN et al., 2013; ITAKURA et al., 2017).

Figura 7. Representacdo ilustrativa da estrutura de lectinas quanto ao
dominio de ligacdo a carboidrato. (A) Merolectinas; (B) Hololectinas; (C)
Superlectinas; (D) Quimerolectinas.
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2.5.2 Propriedades Bioldgicas e Aplicacbes

As lectinas de plantas desempenham diversas func¢des fisioldgicas, uma delas
€ a protecdo contra agentes patogénicos externos devido a sua capacidade de
aglutinar e imobilizar esses agentes. Para desempenhar esta funcéo as lectinas
estdo presentes nos locais com maior potencial de invasdo e tem a capacidade de
se ligar a varios patdgenos, inibindo o seu crescimento nas plantas; outra funcdo € a

capacidade de interagir com células animais, 0 que pode ser visto no contexto
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ecologico como protecdo das plantas contra predadores e herbivoros. Quando
ingeridas por insetos, por exemplo, ligam-se a receptores glicosilados ao longo do
trato intestinal provocando desconforto, repelindo assim o predador (efeito
antinutricional) (SHARON & LIS, 2004; VANDENBORRE et al, 2011,
KARNCHANATAT, 2012; BUUL & BROUNS, 2014; ITAKURA et al., 2017).
Atualmente, as lectinas sdo alvo de grande interesse devido as suas
aplicacdes na agricultura, na biotecnologia e investigacdo biomédica (Tabela 1).

Tabela 1. Atividades bioldgicas e aplicacbes das lectinas em diferentes areas

Atividade / aplicac&o Eventos envolvidos

Inseticida Modulacdo da atividade enzimatica com consequente
ruptura das microvilosidades, interacées entre lectina e
receptores glicosilados do trato digestivo dos insetos. @

Antibacteriana Interacio com componentes da parede celular
bacteriana. ™

Antifingica Ligacdo as hifas, resultando na diminuicao da absorcéo
de nutrientes e interferéncia no processo de germinagao
dos esporos. @

Antiviral Interferéncia na fase inicial do ciclo de replicagéo do virus
suprimindo o crescimento.

Antitumoral Reconhecimento de células tumorais e indugcdo de
apoptose e necrose, estimulacdo mitogénica e acgao

imunomoduladora. ®

Biomarcador Marcadores de superficie celular. ©

Purificacdo e caracterizacéo Emprego de lectinas imobilizadas em matrizes
de polissacarideos e cromatograficas para estudos de proteoglicanos,
glicoconjugados glicoproteinas ou glicolipideos.®

Referéncias: MOURA et al., 2017 (1); LIMA, 2018 (2); BAH et al., 2013 (3); SILVA et al.,
2018 (4); REGO et al., 2013 (5);
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2.5.3 Atividade Antimicrobiana de Lectinas

Recentes estudos tém mostrado o potencial das lectinas na Microbiologia. As
lectinas possuem a habilidade de reconhecer especificamente carboidratos e com
isso se tornam ferramentas valiosas para estudar a interacdo entre os carboidratos
presentes nas células eucaritticas e patdgenos. Muitos patdgenos iniciam a adesao
seguida da infec¢cdo usando carboidratos da superficie celular como receptores ou
ligantes (CARVALHO et al., 2015; BRAGA et al., 2015; MOURA et al., 2017). Como
exemplos, foi demonstrado que Escherichia coli se liga a residuos de manose nas
células hospedeiras (RABBANI et al., 2017), Neisseria gonorrhoeae se liga
especificamente a N-acetil-lactosamina, Streptococcus pneumonia se liga a
pentasacarideos, tetra e trisacarideos, enquanto Pseudomonas aeruginosa se liga
especificamente a fucose (MUBAIWA et al., 2017).

As bactérias possuem em suas paredes celulares &cidos teicbicos e
teicurdnicos, peptidioglicanos e lipopolissacarideos que podem interagir com
lectinas. A habilidade de lectinas de ligar especificamente a carboidratos permite o
emprego dessas proteinas como sondas-diagnoéstico para identificacdo de bactérias
patdbgenas, 0 que se baseia na reacdo de aglutinacdo seletiva entre lectina e
bactéria (IORDACHE et al., 2015). Diferentes padrdes de aglutinacdo de bactérias,
promovidas por 23 lectinas, foram analisadas e mostraram que a interacao lectina-
bactéria € uma boa ferramenta para identificar rapidamente espécies de
Mycobacterium (MAYER et al., 2018).

Lectinas também tém sido usadas com grande sucesso na identificacdo de
fungos, devido a sua alta especificidade a carboidratos presentes na parede celular
fungica (ZABEL & MORRELL, 1992; MONTEIRO et al., 2002). O conhecimento do

perfil sacaridico na superficie fungica habilita o uso de lectinas como promissoras
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sondas celulares, que podem servir como carreadores de agentes antifangicos que
utilizam, como alvos especificos, os carboidratos existentes na superficie da célula
do microrganismo (DUFRENE et al., 2015).

As lectinas possuem acdo antimicrobiana, o que pode levar a inibicdo do
crescimento ou até mesmo a morte do microrganismo. Atividade antifangica foi
observada para uma lectina isolada da cianobactéria Scytonema varium que teve
acao frente Cryptococcus neoformans and Cryptococcus gattii (JONES et al., 2017),
lectina de Solanum integrifolium frente aos fungos Rhizoctonia solani e
Colletotrichum gloeosporioide (CHEN et al., 2018), bem como para a lectina
encontrada na sarcotesta de Punica granatum, que teve acdo frente a Candida
albicans e Candida krusei (SILVA et al., 2018). Del Rio et al. (2018) purificaram e
caracterizaram uma lectina de sementes de Helianthus annuus que teve acédo
fungicida contra o fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum. Boteli et al. (2007)
mostraram que, lectinas podem formar uma barreira na superficie da parede celular
de Candida sp., alterando sua estrutura e permeabilidade. Efeitos indiretos
relacionados a ligacdo de quitina na parede celular também estdo sendo estudados
(LATGE et al., 2007; LAM et al., 2011).

Estudo com as lectinas extraidas de sementes de Artocarpus heterophyllus,
Canavalia ensiflora, Pisum sativum e Lens culinaris apresentou um CMI de 1 mg/mL
para as 4 lectinas testadas contra Bacillus subtilis, S. aureus, E. coli e P. aeruginosa,
porém apenas a lectina de Artocarpus heterophyllus foi bactericida (NAIR, et al.,
2013). Procopio et al. (2017) reportou atividade bacteriostatica e antibiofiime da
lectina de folhas de Calliandra surinamensis contra Staphylococcus saprophyticcus e
Staphylococcus aureus. A lectina de sementes de Indigofera heterantha apresentou

efeito bactericida contra K. pneumoniae, Staphylococcus aureus, E. coli e Bacillus
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subtilis (QADIR et al., 2013). A lectina extraida de folhas de Schinus terebinthifolius
(SteLL) apresentou atividade bactericida contra E. coli, K. pneumoniae, P.
aeruginosa, Proteus mirabilis, S. aureus e Salmonella enteritidis (GOMES et al.,
2013). A lectina extraida de sementes de Moringa oleifera (WSMoL) apresentou
atividade antibacteriana, antibiofiime e antiadesiva contra Serratia marcescens e
Bacillus sp (MOURA et al., 2017).

Moura et al. (2015) mostraram que WSMolL inibiu o crescimento bacteriano,
em poucas horas, de Bacillus pumillus, Bacillus megaterium, Micrococcus sp.,
Pseudomonas sp., Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas fluorescens e Serratia
marcescens. WSMoL também provocou a perda da integridade da membrana celular
de S. marcescens, além da liberacdo de proteinas intracelulares para o meio
extracelular.

Silva et al. (2016) descreveram uma nova lectina extraida de Punica granatum
com atividade antibacteriana envolvendo inibicdo do crescimento, aderéncia e

invasao celular.

2.6 TECNOLOGIA NEOGLICOLIPIDICA

A tecnologia neoglicolipidica (NGL) foi originalmente introduzida por Feizi e
colaboradores em 1985 como uma nova abordagem para o estudo de antigenicidade
e funcdes receptoras das cadeias de carboidratos das glicoproteinas (TANG et al.,
1985). Foi projetadA para atender a necessidade de analise em microescala e
apresentacao de oligossacarideos de forma multivalente para o estudo de interacdes
carboidrato-proteina, que geralmente séo fracas. A tecnologia envolve a conjugacao
de oligossacarideos por aminacdo redutora a um 1,2-di-hexadecil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina (DHPE) (PALMA et al., 2014).
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A tecnologia NGL foi adaptada para gerar o primeiro sistema de microarrays
para sequéncias definidas de oligossacarideos em 2002 e esta evoluindo estudos
moleculares das interacbfes proteina-carboidrato, tanto em sistemas de
reconhecimento endoégeno quanto em interacbes patégeno-hospedeiro (FUKUI et
al., 2002).

Com o uso de hardware e imagem de matriz robotica de alta preciséo, a
tecnologia, atualmente, € a base de um sistema avancado de microarranjo de
carboidratos, que atualmente abrange mais de 900 residuos de oligossacarideos
ligadas a lipidios, impressas em laminas de vidro revestidas com nitrocelulose em

concentracdes na escala de fentomol (10-1%) (Fig. 8) (LI et al., 2018).

Figura 8. Representacédo esquematica da plataforma de microarrays de oligossacarideos a
base de NGL.
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Uma caracteristica especial do sistema de microarrays de oligossacarideos a
base de NGL é que os residuos de oligossacarideos ligados a lipidios sao
imobilizadas de maneira ndo covalente em matrizes sélidas e, portanto, tém
potencial mobilidade; essa é uma vantagem em comparacdo com a maioria dos
sistemas de microarrays de carboidratos nos quais 0s oligossacarideos sé&o
imobilizados covalentemente (por reacdes quimicas) e, portanto, "fixados" nas
superficies do arranjo; esta apresentacdo ndo covalente imita até certo ponto o
arranjo de estruturas de oligossacarideos agrupadas na superficie celular.

Os microarrays baseados em NGL estdo fornecendo informacdes cruciais
sobre as especificidades de uma variedade de sistemas de reconhecimento de
carboidratos operando endogenamente e em interacdes patdgeno-hospedeiro
(LENMAN et al., 2018; VENDELE et al., 2020). Entre contribuicbes recentes estao
(1) a atribuicdo de ligantes para um receptor chave do sistema imunolégico inato
contra patégenos fungicos (VENDELE et al., 2020); (2) a demonstracdao da
sulfatacdo como modulador do reconhecimento de carboidratos pelos receptores de
ligagdo ao acido sidlico do sistema imunoldgico, conhecidos como proteinas da
superficie celular que se ligam ao &cido siélico (siglecs) (MCQUILLAN et al., 2019);
(3) a descoberta do analogo N-glicolil do gangliosideo GM1 (que os seres humanos
nao sintetizam) como o receptor de célula hospedeira preferido para o virus Simian
40 (SV40), o que pode explicar a alta suscetibilidade dos simios a esse patégeno
(LENMAN et al., 2018); (4) a descoberta do ligante para uma nova proteina no
reticulo endoplasmatico, a malectina (SCHALLUS et al., 2008; LOURENCO, 2017);
e (5) a elucidacdo de especificidades de ligacdo de carboidratos de varias proteinas

adesivas de superficie importantes de Toxoplasma gondii e outros parasitas
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apicomplexan (MATIN et al., 2017), fornecendo pistas sobre tropismos no

hospedeiro / tecido e patobiologia das infeccdes por esses parasitas.

2.7 METABOLITOS SECUNDARIOS DE PLANTAS

O metabolismo representa um conjunto de reacdes quimicas que ocorrem em
células, sejam elas animais ou vegetais. Metabdlitos sdo 0os compostos quimicos
formados, degradados ou transformados, que por sua vez podem ser divididos em
metabdlitos primarios e metabodlitos secundarios (TAIZ & ZEIGER, 2017). O
metabolismo primario € o conjunto de processos metabodlicos que desempenham
funcdes essenciais nas plantas, tais como a respiracao, fotossintese e o transporte
de solutos. Ja o metabolismo secundario é produzido a partir de produtos do
metabolismo primario e ndo esta envolvido nos processos metabodlicos basicos da
planta (SANTIN, 2017).

Os metabdlitos secundarios sdo encontrados principalmente em plantas,
fungos e outros microrganismos. Apesar da grande diversidade de metabolitos
conhecidos, toda essa gama de substancias produzida € sintetizada a partir de
qguatro vias metabdlicas principais: via do acetato-malonato (dcido malénico), via do
acetato-mevalonato (acido meval6nico), via do metileritritol fosfato (MEP) e a via do
acido chiquimico (Figura 9), todas provenientes do metabolismo priméario (DEWICK,

2009).
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Figura 9. Esquema geral simplificado da interface entre o metabolismo primario e as vias de
sintese dos metabolitos secundarios.
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Existem trés grandes grupos de metabdlitos secundarios: compostos
fendlicos, terpenos e alcaloides (TAIZ & ZEIGER, 2017). Os compostos fendlicos
sdo derivados do acido chiquimico e 4cido mevalbnico. Os terpenos séo produzidos
a partir do acido mevalbnico (no citoplasma) ou do MEP (no cloroplasto). Os
alcaloides sé@o provenientes de aminoacidos aromaticos (triptofano, tirosina), os
quais sao derivados do acido chigquimico e de aminoacidos alifaticos (ornitina, lisina).
Flavonoides, taninos e ligninas fazem parte dos compostos fendlicos; oleos
essenciais, saponinas, carotenoides e a maioria dos fitoreguladorres séo terpenos;
nicotina, cafeina e vincristina sdo alguns exemplos de alcaloides (PERES, 2004,

BABY, 2015).
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Metabolitos secundarios estdo sendo alvos de varios estudos por causa das
diversas atividades biologicas que seus compostos apresentam. Apresentam
atividades antimicrobiana, anticancer, antiviral, antioxidante e anti-inflamatoria
(SIMOES, 2010; COMPEAN, 2014). O grande numero de atividades biolégicas
mostra a necessidade e a importancia de um conhecimento mais amplo sobre esses
compostos. Entender seus mecanismos de acdo pode levar a inumeras
possibilidades de estudos que direcionem a busca pela solucdo de importantes
problemas enfrentados atualmente como a resisténcia microbiana as drogas

sintéticas ou 0s prejuizos causados pelo uso desordenado de pesticidas.

2.7.1 Compostos Fendlicos

Compostos fendlicos sdo um grupo bastante heterogéneo do ponto de vista
metabdlico, pois sdo biossintetizados nas plantas por meio de diferentes rotas. Nas
planas vasculares, cerca de 40% dos compostos fenolicos provém da via do Acido
Malbnico e 60% s&o originados da via do acido chiquimico, sendo esta ultima
ausente em animais (TAIZ & ZEIGER, 2017). S&o caracterizados por possuirem pelo
menos um anel aroméatico, no qual pelo menos um hidrogénio é substituido por uma
hidroxila. A sua diversidade estrutural se deve a grande variedade de combinacfes
que acontece na natureza e 0s compostos resultantes sdo chamados de polifendis.
Estas combinacdes fendlicas podem ser categorizadas em varias classes como
mostradas na Tabela 2. Dentro deste grupo se destacam os flavonoides e 0os nao

flavonoides, sendo ambos encontrados em vegetais.
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Tabela 2. Classes de compostos fendlicos em plantas.

ESTRUTURA CLASSE

Cs Fenois

Cs-Cy Acidos hidroxibenzoicos

Ce-C5 Acetofenonas, acidos fenilacéticos e hidroxicindmicos, cumarinas
€ cromonas

Ce-Cy Naftoquinonas

Cs-C1-Cs Benzofenonas e xantonas

Ce-C1-Cy Estilbenzenos e antraquinonas

Cs-C3-Cs Flavonoides: flavonois, antocianinas, flavonas, flavanonas,
flavanois e 1soflavonas

(Cy-C3-Cg)a Biflavonoides

(Cs-Ci)n Taninos hidrolisaveis

(Cs-C3-Ceg ) Taninos condensados ou proantocianidinas

C — anel benzénico

Fonte: Fonte: Adaptado de Taiz & Zeiger (2017)

2.7.1.1 Flavonoides

Flavonoides s&o estruturas fendlicas encontradas abundantemente em

células fotossintetizantes. S0 normalmente encontradas em diversas partes da

planta. Na natureza pode-se encontrar flavonoides em diversas formas estruturais.

Quimicamente, os flavonoides sdo moléculas que contém uma estrutura formada por

quinze atomos de carbono arranjados em trés anéis (Cs-C3-Cs), sendo dois anéis

fendlicos substituidos (A e B) e um anel heterociclico oxigenado central C, acoplado

ao anel A (Figura 10).

Figura 10. Estrutura fundamental dos flavonoides.
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VariacGes em substituicdo do anel C padrao resultam em importantes classes
de flavonoides: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonois, flavanodis e antocianinas

(Figura 11) (ROCHA, 2011).

Figura 11. Estrutura das principais classes dos flavonoides.
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Diversas fun¢des séo atribuidas aos flavonoides nas plantas. Sao importantes
agentes de defesa contra microrganismos fitopatogénicos (producéo de fitoalexinas)
e insetos, atuando como defensores naturais das plantas na forma de resposta
quimica a invasao de patégenos, além de proteger os vegetais contra incidéncias de
raios ultravioletas e atrair animais com finalidade de polinizacdo (SIMOES et al.,
2010).

Possuem propriedades farmacolégicas comprovadas no organismo humano,
como capacidade antioxidativa, atividade anti-inflamatoria, ac&o antialérgica,

atividade antitumoral, anti-hepatotdxica, antiulcerogénica, antiplaquetaria,
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antimicrobiana e antiviral (AGRAWAL, 2011; BHATTACHARJEE, 2013; FLAMBO,
2013; XIE, 2015).

A capacidade antioxidante é a propriedade mais difundida dos flavonoides. E
comprovada sua eficacia no combate ao envelhecimento precoce ao inibir a acdo da
enzima xantina oxidase, responsavel pela oxidacdo dos tecidos (DORES, 2007).
Eles sdo compostos doadores de elétrons e possuem estruturas quimicas
conjugadas ricas em grupos hidroxilas, com grande potencial de acdo sobre agentes

oxidantes (MACHADO et al., 2008).

2.7.1.2 Compostos fendlicos ndo-flavonoides

A classe dos nao flavonoides ndo apresenta uma estrutura basica em comum
e, portanto, € uma classe muito heterogénea (CHEYNIER, 2005). Os néo
flavonoides séo classificados como: derivados do acido hidroxibenzoico e derivados
do acido hidroxicinamico (ANGELO; JORGE, 2007). Os acidos hidroxibenzoicos
incluem os acidos galico, p-hidroxibenzoico, protocatecuico, vanilico e siringico, que
tém estrutura comum, Ces-C1; enquanto os acidos hidroxicindmicos, sdo compostos
aromaticos com trés carbonos que formam uma cadeia lateral (Ce-C3), como 0s
acidos caféico, feralico, p-cumarico, sendo os mais comuns (Figura 12).

Figura 12. Estrutura quimica dos Acidos hidroxibenzoicos (A) e Hidroxicinamicos(B).
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O acido cinamico (Figura 13) consiste em um acido aromatico encontrado em
diversas plantas superiores. Ele pertence a classe das auxinas, que sao
reconhecidos como horménios vegetais de regulacdo do crescimento e
diferenciacdo celular. A atividade citotoxica, contra células tumorais, do acido
cindmico e de seus derivados € bastante conhecida. Estudos revelam que o acido
cinamico é um importante agente antiproliferativo, inibindo a sintese de DNA de

células tumorais em crescimento (DE et al., 2011).

Figura 13. Estrutura quimica do Acido cinamico.
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Fonte: DE et al. (2011)

Os derivados cinamicos desempenham um papel importante como
intermediarios para a producdo de diferentes farmacos (SHARMA, 2011).
Atualmente, o acido cinamico e seus derivados tém despertado o interesse de
diversos pesquisadores, devido as suas diversas atividades biologicas, dentre elas
atividade antifungica, antibacteriana (CHIRIAC et al., 2005), além do efeito citotoxico
contra varias linhagens de células tumorais (LEE et al., 2003; DE et al., 2011; XIE,

2015).
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3 RESULTADOS

Os resultados da presente tese serdo apresentados em formato de artigo.

3.1 INVESTIGACAO ANTIOXIDANTE, ANTITUMORAL E FITOQUIMICA
DE FOLHAS E CAULE DE PORTULACA ELATIOR

A SER SUBMETIDO AO PERIODICO “Phytomedicine”

% PHYTO

medicine

Fator de Impacto: 4.180
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RESUMO
Este estudo foi desenhado para avaliar as propriedades antioxidantes e citotoxicas
do extrato etandlico das folhas (LEE) e do extrato metandlico do caule (SME) de
Portulaca elatior. A presenca de metabdlitos secundarios foi determinada por
cromatografias liquidas de camada fina e de alta performance. A atividade
antioxidante foi analisada in vitro pelos ensaios de DPPH, ABTS e fosfomolibdénio.
A citotoxicidade foi avaliada utilizando células leucémicas e normais. Flavonoides e
derivados cinamicos foram os principais constituintes dos extratos e a atividade
antioxidante foi detectada por todos os métodos testados. Os extratos mostraram
efeitos antiproliferativos nos valores de K562, MOLT-4 e HL-60 e IC50 determinados
para LEE e SME variaram de 8,77 a 9,66 e 5,13 a 8,47 pg/mL, respectivamente. Os
extratos (100 pug / mL) ndo foram citotoxicos em PBMCs e ndo promoveram
hemolise de eritrocitos humanos. O estudo mostrou que a acao citotoxica de LEE e
SME pode ser devido a atividade antioxidante de seus metabdlitos secundarios e

gue ambos 0s extratos sao potenciais agentes anti-cancer.

Palavras-chave: Metabdlitos secundarios. Sequestro de radicais livres.

Citotoxicidade.
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1 Introducéao

O céancer, um disturbio complexo que envolve crescimento celular anormal e
com potencial de invadir ou se espalhar para outras partes do corpo, € um dos
principais problemas de salde publica deste século. Essa doenca causa mais
mortes do que doencas corondrias ou derrames (OMS, 2018). Os procedimentos
terapéuticos ainda s&o insuficientes, apesar dos avancos; eles sao altamente
invasivos ou inespecificos, o que pode gerar toxicidade para as células saudaveis.
Com o aumento do numero de casos, 20 milhdes de novos casos de cancer sédo
esperados anualmente em 2025 (Pavet, 2011; OMS, 2018).

Os metabdlitos secundarios sdo uma fonte essencial de biomoléculas. Como
mais de 95% da biodiversidade do mundo néo foi avaliada para nenhuma atividade
bioldgica, o desafio € como acessar e valorizar de maneira eficiente e eficaz essa
diversidade quimica natural (Dewick, 2009; Mishra, 2011; Dubey, 2018). Metabolitos
secundarios como compostos polifendlicos tém propriedades antioxidantes (Kalisz et
al., 2020). Os polifenois tém a capacidade de retardar ou inibir a etapa de iniciacédo
ou interromper a etapa de propagacdo da peroxidacéo lipidica, além de terem sido
descritos como agentes antitumorais (Zoofishan et al, 2018; Marset-Castro et al.,
2018; Alhamed et al., 2019) Além disso, tem havido um interesse crescente em
antioxidantes naturais de origem vegetal, porque eles podem ser usados como
nutracéuticos. Além disso, eles também tém maior aplicagdo na industria de
alimentos para aumentar a estabilidade e o prazo de validade de produtos
alimenticios (Sahakyan et al., 2019).

A biodiversidade brasileira inclui espécies de plantas ricas em compostos
bioativos. Muitas plantas da Caatinga e seus compostos sdo descritos por suas

propriedades medicinais contra varias doencas (Santos et al., 2009; De Almeida
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Andrade et al., 2019). Portulaca elatior € uma espécie herbacea que cresce na
regido da Caatinga e ha relatos de que é tOxica para bovinos e caprinos, além de
nao ter nenhum estudo sobre o seu potencial biotecnoldgico (Riet-Correa et al.,
2017). Este trabalho relata a avaliacdo dos extratos de folhas e caule de Portulaca
elatior quanto a presenca de metabolitos secundarios, atividade antioxidante e

citotoxicidade em células humanas normais e de cancer.

2 Materiais e Métodos
2.1 Preparacédo dos Extratos

P. elatior Mart. ex Rohrb. foi coletado na cidade de Aroeiras, Estado da
Paraiba, nordeste do Brasil, com autorizagcdo do Instituto Chico Mendes de
Conservacao da Biodiversidade (nimero 38690) do Ministério do Meio Ambiente do
Brasil. Um espécime de voucher foi arquivado no herbario do Instituto Agronémico
de Pernambuco, Recife, Brasil, sob o nimero de registro 90796.

Os extratos foram obtidos conforme descrito por Oliveira et al. (2015). Apés a
coleta, as folhas e o caule foram secos a 60 °C por 5 dias e depois triturados com
um liquidificador. Em seguida, o p6 de folhas (100 g) e caule (160 g) foram
suspensos em etanol e metanol a 70% (v / v), respectivamente e ap0s repouso (48
h), essas misturas foram agitadas mecanicamente por 48 h, usando um agitador
orbital. Os extratos etandlico da folha e metandlico do caule, denominados LEE e
SME, respectivamente, foram obtidos ap0s filtracdo e eliminacédo de solventes por

evaporacao rotativa.

2.2 Andlise fitoquimica

A cromatografia em camada fina (TLC) foi usada na triagem de LEE e SME

para a presenca de alcaldides, cumarinas, derivados do acido cinamico, flavonoides,
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taninos, terpenos / esterdides e acucares. As placas foram desenvolvidas em um
sistema de cromatografia de camada fina (HPTLC) de alto desempenho (CAMAG,
Suica), consistindo de um aplicador de amostras Linomat V equipado com uma
seringa de 100 uL (Hamilton, Suica) conectada ao ar comprimido e o0 winCATS®
software (CAMAG, Suica). As placas de gel de silica (60-F254; Merck, Alemanha)
foram colocadas em uma camara vertical de vidro de calha dupla (10 x 10 cm,
CAMAG, Suica), e as placas foram desenvolvidas usando a fase mével necessaria
para cada classe de compostos (Markhan, 1982 Wagner e Bladt, 2001). O tempo de
saturacao para a fase mével foi de 30 minutos a 25 + 2 °C. Apés o desenvolvimento,
as placas foram derivatizadas por pulverizacdo com o0s reagentes especificos para
cada composto da classe e visualizadas sob luz ultravioleta de 254 ou 365 nm. As
imagens foram adquiridas usando o sistema de imagem MultiDoc-ItTM (Modelo 125,

EUA), com o software UVP e uma camera Canon (Rebel T3, EOS 1100 D).

2.3 Andlises em HPLC

O LEE e o SME (100 mg) foram dissolvidos em 5 mL de metanol para HPLC
(Tedia, EUA) e depois diluidos em agua purificada (PURELABs Classic UV, ELGA
LabWater, EUA) para obter uma solucao de concentracdo de 5 mg / mL. A andlise
da HPLC foi realizada em um sistema HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher
Scientifics, EUA) acoplado a um detector de diodos (DAD; Thermo Fisher Scientifics)
e equipado com uma bomba binaria (HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scientifics), um
desgaseificador e um amostrador automatico equipado com um loop de 20 mL
(ACC-3000, Thermo Fisher Scientifics). O comprimento de onda foi fixado em 350
nm para deteccdo de flavonoides e &cidos cinamicos. As separagles
cromatograficas foram realizadas em uma coluna C18 (250 mm x 4,6 mm id.,

tamanho de particula 5 mm; Dionexs, EUA) equipada com uma coluna de protecao
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(C18, 4 mm x 3,9 mm; Phenomenex, EUA). As separacdes foram realizadas a uma
temperatura de 25 °C. A fase mdével consistiu em agua purificada (A) e metanol (B),
ambos acidificados com acido trifluoracético a 0,05%, a uma vazao ajustada para
0,8 mL / min. Um programa de gradiente foi aplicado da seguinte forma: 0-10
minutos a 5-20% B, 10-13,5 minutos a 20-25% B, 13,5-18 minutos a 25-40% B,
18-25 minutos a 40-80% B, 25-30 minutos a 80% B e 30-34 minutos a 80-5% B.
Para analise e processamento dos dados, foi utilizado o software Chromeleon
versao 6 (Dionex / Thermo Fisher Scientifics, EUA).

Os padrbes - acido clorogénico, kaempferol, quercetina e rutina (Sigma-
Aldrichs, EUA) - foram dissolvidos em metanol para HPLC e diluidos em &agua
purificada para obter solucbes com concentracdes de 20 mg / mL. Estes foram

submetidos para analise nas mesmas condi¢cdes descritas acima.

2.4 Dosagem de compostos fendlicos e flavonoides

Os métodos padrdo de Folin-Ciocalteu e cloreto de aluminio foram utilizados
para determinar o conteudo total de fendlicos e flavonoides, respectivamente
(Slinkard e Singleton, 1977; Zengin et al., 2016). Os resultados do conteudo fendlico
total foram expressos como equivalentes ao acido gélico (mg de GAE / g de extrato),
enquanto a quantidade do conteudo total de flavonoides foi registrada como

equivalentes de quercetina (mg de QE / g de extrato).

2.5 Ensaio de fosfomolibdénio

A capacidade antioxidante total foi avaliada pelo método do fosfomolibdénio,
conforme descrito por Aguilar Urbano (2013). O ensaio é baseado na reducéo de Mo
(VI) para Mo (V) pela amostra e subsequente formacdo de um complexo verde de

fosfato / Mo (V) a pH éacido. LEE e SME (0,3 mL) e acido ascoérbico (100 ug / mL)
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foram combinados com 3 mL de solucédo reagente (acido sulfarico 0,6 M, fosfato de
sédio 28 mM e molibdato de aménio 4 mM). Uma solucdo em branco continha 3 mL
de solucéo reagente e DMSO 0,05% em agua destilada (0,3 mL) que foi o solvente
utilizado para a solubilizacdo dos extratos. Todos os tubos foram tapados e
incubados em banho-maria a 95 °C por 90 min. Ap0s as amostras terem sido
resfriadas a 24 °C, a absorbancia da solucdo de cada amostra foi medida a 695 nm
contra o branco, usando um espectrofotémetro UV-Vis. O experimento foi realizado
em triplicata. A atividade antioxidante total foi expressa como o numero de

equivalentes de acido ascoérbico (mg AAE/ g de extrato).

2.6 Ensaio de 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

A atividade de eliminacdo de DPPH para estimativa das propriedades de
eliminagdo de radicais livres foi realizada conforme descrito por Shirwaikar,
Rajendran e Punithaa (2006). Este método depende da reducdo de DPPH purpura a
uma difenil-picrilhidrazina de cor amarela e foi medido o DPPH restante que mostrou
absor¢cdo maxima a 517 nm. LEE e SME (2 mL) em diferentes concentrag6es foram
adicionados a 2 mL de solu¢do de DPPH 0,1 mM. Uma quantidade igual de metanol
e DPPH serviu como controle. Apés 20 min de incubacdo a 37 °C no escuro, a
absorvancia foi registrada a 517 nm. O experimento foi realizado em duplicado. A
atividade de eliminagéo de radicais DPPH foi calculada de acordo com a seguinte
equacao: % de atividade de eliminacéo de radicais DPPH = [Asampie/Acontrol] X 100 no
qual Asample € Acontrol SA0 absorvancia da amostra e controle, respectivamente. A
atividade de eliminacdo de DPPH foi expressa como o numero de equivalentes de

Trolox (mg TE/g extrato).



55

2.7 Ensaio 2,2-azinobis (acido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfénico) (ABTS)

A atividade de eliminacdo do ABTS foi determinada pelo método descrito por
Re et al. (1999) com pequenas modificacbes. Resumidamente, a solucdo ABTS 7
mM foi misturada com persulfato de potassio 2,45 mM (concentracdo final) e
incubada por 12 h no escuro a 24 °C para preparar a solugédo de trabalho ABTS - +.
A solucéo de trabalho foi diluida com solucéo salina tamponada com fosfato (pH 7,4)
para obter uma absorvancia de 0,7 £ 0,02 a 732 nm e, em seguida, 1,8 mL foram
incubados (1 min a 24 °C) com 0,2 mL da amostra de teste e, posteriormente, a
absorvancia foi lido a 732 nm. A atividade de eliminacdo de DPPH foi expressa

como o numero de equivalentes de Trolox (mg TE/g extrato).

2.8 Atividade citotdxica

O ensaio de citotoxicidade foi avaliado em células mononucleares do sangue
periférico humano (PBMCs) e nas linhagens celulares de leucemia mieldide cronica
(K562), leucemia linfoblastica aguda (MOLT-4) e leucemia promielocitica aguda (HL-
60). A concentracao que inibiu 50% do crescimento celular em comparacdo com o
controle (IC50) foi determinada. As linhas celulares de cancer foram mantidas em
meio de Eagle modificado por Dulbecco (DMEM) suplementado com soro bovino
fetal a 10% (v / v), glutamina 2 mM, penicilina 100 U / mL e estreptomicina 100 ug /
mL a 37 °C em atmosfera com 5% de COz2. As células de PBMC foram obtidas do
sangue de cinco doadores voluntarios saudaveis (Comité de Etica em Pesquisa em
Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco - CEP/CCS/UFPE N° 1.285.288)
por centrifugacdo em gradiente de densidade sobre Ficoll-Hypaque (GE Healthcare
Life Sciences, Suécia). A viabilidade das células foi avaliada pelo método de
exclusao do azul de tripano e apenas amostras de células nas quais a viabilidade foi

superior a 98% foram utilizadas nas experiéncias.
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PBMCs (100 pL, 106 células / mL), células K562, MOLT-4 e HL-60 (100 L,
10° células / mL), em meio RPMI 1640 suplementado com 20% (v / v) de soro fetal
bovino, 100 U / mL de penicilina, 100 pug / mL de estreptomicina, foram semeados
em placas de 96 pocos. Apés 24 h, os extratos foram adicionados a cada poco para
atingir concentracdes variando de 1 a 100 pg / mL. Apds incubacé&o por 72 h, 100 yL
de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazolio (MTT, 5,0 mg / mL)
foram adicionados a cada poco, conforme descrito por Mosmann (1983) e Alley
(1988). Apos 3 h, o produto formazan foi dissolvido em dimetilsulfoxido e a
absorvancia a 540 nm foi medida usando um leitor de microplacas. As células néo
tratadas e as células tratadas com fosfato de etoposideo (0,625-10 uyg / mL) foram
usadas como controle negativo e positivo, respectivamente. Os ensaios foram
realizados em triplicata em trés experiéncias independentes. A concentracdo que
inibiu o crescimento celular em 50% (IC50) foi determinada por andlise probit usando

o programa SPSS 8.0 (IBM, Nova York, NY, EUA) para Windows.

2.9 Atividade hemolitica

O ensaio foi realizado de acordo com Braga (2015), com algumas
modificacdes. O LEE e o SME foram avaliados quanto a atividade hemolitica por
ensaio realizado em microplacas de 96 pocos. Cada poc¢o recebeu 100 pL de uma
solucdo de NacCl a 0,85% contendo 10 mM de CaClz. Amostras (100 pL) de extratos
foram adicionadas ao primeiro poco do respectivo tratamento, do qual 100 pL foram
transferidos para o segundo para realizar uma diluicdo seriada (concentracdes finais
variando de 0,78 a 100 pg / mL em solugéo salina). Em seguida, foram adicionados
100 pL de uma suspensédo a 2% (v / v) de eritrécitos humanos em solucao salina
contendo 10 mM de CaClz.. Em controles negativos, foram banhados 100 pL de

solucédo salina mais 100 pL de suspenséao de eritrocitos. O controle positivo (para
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obter 100% de hemolise) continha 80 pL de solucéo salina mais 20 pL de Triton X-
100 a 0,1% em solucdo salina. Apdés centrifugacdo durante 1 h, seguida de
incubacédo por 1 h a 27 ° C, o sobrenadante foi descartado e a hemoglobina liberada
foi medida por absorvancia a 450 nm. A concentracdo efetiva que promove 50% da
hemolise (EC50) foi determinada. Trés experimentos independentes foram
realizados em triplicado. o estudo foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa
em Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE n°

2.478.480).

2.10 Andlise estatistica

Os dados foram expressos como a média ou a porcentagem média + desvio
padrdo (DP) e as diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste de Tukey;

um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3 Resultados e Discusséao

Os rendimentos de extracdo dos extratos etandlico da folha (LEE) e
metandlico do caule (SME) foram 12,38% e 10,08% respectivamente, e a TLC
revelou a presenca de flavonoides, taninos hidrolisaveis e derivados cinamicos, nos
dois extratos, enquanto os alcaldides, antraquinonas, cumarinas e esterdides
estavam ausentes. A analise por HPLC de LEE (Fig. 1A) revelou a presenca de dois
picos cujos tempos de retencao foram de 18,2 min e 23,9 min (pico principal). Os
espectros de varredura desses picos mostraram espectros tipicos de flavonoides
visiveis aos raios UV, com duas bandas de absorbancia a 255 - 348 nm e 267 - 328
nm (Fig. 1B e C). O perfil de HPLC para PME (Fig. 2A) mostra varios picos com
tempos de retencao de 16,2, 18,2, 19,9 e 23,7 min (pico principal). Os espectros de

varredura desses picos mostraram espectros UV-Visiveis tipicos de derivados
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cinamicos (Fig. 2B e 2D) e flavonoides (Fig. 2C e 2D) e, com duas bandas de
absorvancia a 221 - 318nm (derivados cinamicos) e 255 - 349 nm (flavonoides).
Flavonoides e derivados cinamicos ja foram descritos em plantas da familia
Portulacaceae (Gatea et al., 2017; Du, 2017; Yang et al., 2018) e esses metabdlitos
secundarios mostram varias propriedades biolégicas, incluindo antioxidante,
anticolinesterase, anti-inflamatorio, atividades anticancer, antialérgicas, anti-
hiperglicémicas, anti-hiperlipidémicas e antimicrobianas (Lee et al., 2012a; Lee et al.,
2012b; Uddin et al., 2012; Du et al., 2017; Desta et al., 2018 ; Yang et al., 2018).
Atualmente, devido aos seus efeitos farmacolégicos, como antioxidantes, anti-
inflamatorios ou anticancer, os metabdlitos secundarios das plantas estdo ganhando
atencado (Locatelli et al.,, 2017; Uysal et al., 2018; Ghanad et al., 2020). Este é o
primeiro estudo utilizando tecidos Portulaca elatior em busca de metabdlitos

secundarios com atividades biologicas.
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Figura 1. Perfil HPLC de LEE (A). Os espectros de UV dos picos detectados em
LEE, Flavonoid 1 (B) e Flavonoid 2 (C).
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Figura 2. Perfil HPLC da SME (A). Espectros de UV de picos detectados em PME
(B, C, D e E). derivados cinamicos 1 e 2 (B e D); flavonéide 1 e 2 (C e D).

LEE e PME foram boas fontes de compostos fendlicos (30,81 £ 0,45 e 27,48 £
0,81 mg de GAE / g, respectivamente) e flavonoides (4,73 + 0,38 e 2,56 = 0,29 mg
de QE / g, respectivamente) e esse fato nos estimula a avaliar o antioxidante
atividade delas, ja que moléculas com atividades antioxidantes sdo usadas para
retardar e evitar o processo de oxidagdo e sdo capazes de combater os radicais
livres, que se estao relacionados a diversas doencas (Abeywickrama et al., 2016;
Ahmed Amar et al., 2019).

A atividade antioxidante de LEE e SME foi investigada por trés ensaios
(Tabela 1), uma vez que o uso de métodos baseados em diferentes abordagens e

mecanismos fornece uma visao abrangente do perfil antioxidante da amostra (Ruiz-
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Riaguas et al., 2020). A capacidade dos extratos para eliminar os radicais DPPH e
ABTS foi significativa quando comparada ao Trolox, a referéncia utilizada, e mostra
o potencial deles para eliminar os radicais livres formados in vitro. O método do
fosfomolibdénio € um método simples para determinar o poder antioxidante total da
planta (Llorent-Martinez et al., 2017). A atividade antioxidante de LEE e SME pode
ser devida a presenca de um teor relativamente alto de flavonoides nos extratos. Os
extratos organicos contendo fendlicos e flavonoides foram os mais ativos na
eliminacdo de radicais livres. O alto teor de fendlicos e flavonoides tem sido
correlacionado com a capacidade antioxidante de extratos vegetais (Amessis-

Ouchemoukh et al., 2017; Zengin et al., 2018; Nardini et al., 2020).

Tabela 1. Propriedades antioxidantes dos extratos de P. elatior

Capacidade
Amostra Sequestro de Radicais Livres
antioxidante total

DPPH (mg TE/g ABTS (mg TE/g Fosfomolibdénio (mg

extrato) extrato) AAE/g extrato)
LEE 85.7+0.002 79.14 £ 2.62 1.25+0.73
SME 83.8+0.001 57.73+1.85 0.93+0.29

TE: trolox equivalente; AAE: 4&cido ascoérbico equivalente. Todos os valores
expressos sdo médias + S.D. de trés medicbes paralelas.

Flavonoides e derivados cindmicos séo relatados como agentes anticancer (Li
et al., 2014; Durga et al., 2014; Vallianou et al., 2015; Endo et al., 2018) e esse fato
nos estimulou a determinar os efeitos de LEE e PME na viabilidade de células
cancerigenas (Tabela 2). Ambos os extratos apresentaram atividades antitumorais
significativas contra as células tumorais testadas e essa propriedade bioldgica pode

estar relacionada a atividade antioxidante das mesmas. Reuter et al. (2010)
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relataram que altos niveis de espécies reativas de oxigénio detectadas em
melanoma, leucemias e carcinomas gastricos, prostaticos, mamarios e de colon
podem ser eliminados por compostos antioxidantes. Também foi relatada a
existéncia de relacdo entre a estrutura quimica dos flavonoides e suas propriedades
anticancer (Scotti et al., 2002). Por exemplo, a atividade antitumoral dos flavonoides
depende do numero e posi¢cdo dos grupos hidroxila, grupos metoxi e presenca de

dupla ligacdo C-C no anel-B dos flavonoides (Silva et al., 2011).

Tabela 2. Citotoxicidade em células tumorais de extratos de P. elatior

Citotoxicidade

Amostra K562 MOLT-4 HL-60
ICs0 (ug/mL) ICs0 (ug/mL) ICs0 (ug/mL)
SME 8.47+2.72 5.13+3.78 7.9+3.11
LEE 9.01+0.67 8.77+0.78 9.66+1.20

K562, leucemia mieldide crénica; MOLT-4, leucemia linfoblastica aguda e HL-60,
leucemia promielocitica aguda. IC50, concentracao que inibiu 50% do crescimento
celular em comparacdo com o controle.

Foram avaliados os efeitos de LEE e SME em PBMCs e eritrocitos humanos
(Tabela 3). E importante investigar o efeito sobre PBMC e eritrocitos, porque a
reducdo da viabilidade celular normal e hemdlise é indesejavel quando se trata de
moléculas com atividade biolégica consideravel (Santos et al., 2016). Os extratos até
100 pg / mL ndo reduziram a viabilidade das PBMCs e as porcentagens maximas de

hemolise causadas por elas indicam baixa atividade hemolitica (Braga, 2015).
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Tabela 3. Toxicidade em células mononucleares do sangue periférico
humano e eritrécitos humanos de extratos de P. elatior

Citotoxicidade Atividade hemolitica

Amostra
ICso0 (Mg/mL) ECso (nug/mL) Hmax (%)
LEE >100 >100 3.73+0.08
SME >100 >100 1.56+0.29

ICs0, concentracdo que inibiu 50% do crescimento celular em comparacgéo
com o controle. ECso, concentragéo eficaz que promove 50% da hemdlise.
Hmax, porcentagem de hemoalise.

4 Concluséo

LEE e SME contendo como compostos principais sdo agentes antioxidantes e
anticancer que nao reduzem a viabilidade das células humanas normais ou causam
hemodlise.

Os resultados do presente estudo mostraram que LEE e SME apresentam
flavonoides e derivados cindmicos como compostos majoritarios, além de se
apresentarem como agentes antioxifantes e citotoxicos contra células tumorais sem
reduzir a viabilidade das células saudaveis e nem provocar hemdlise. Esses dados

destacam a importancia biotecnolégica de P. elatior.
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RESUMO

As lectinas vegetais sdo proteinas que interagem com microrganismos promovendo
respostas celulares, incluindo diminuicdo do crescimento e sobrevivéncia. A lectina
isolada de raizes de Portulaca elatior (PeRoL) possui acdo antimicrobiana contra
patébgenos humanos. Neste trabalho, avaliou-se a atividade antibacteriana do PeRoL
contra isolados de Staphylococcus aureus nao resistentes (8325-4), resistentes a
oxacilina (UFPEDA-670) e resistentes a meticilina (MRSA; LAC USA300). Foram
determinadas as concentracdes inibitérias minimas (MIC) e bactericidas minimas
(MBC) e o efeito na cinética de crescimento bacteriano. Além disso, foram
determinados os efeitos sinérgicos entre PeRoL e antibidticos contra os trés
isolados. Adicionalmente, foram avaliados os efeitos da lectina na agregacao
bacteriana e atividade hemolitica. Finalmente, a influéncia do PeRoL na expressao
de genes de viruléncia (hla, rnalll e spa) também foi investigada. PeRoL apresentou
atividade bactericida contra 8325-4 (MIC e MBC de 20 ug / mL), UFPEDA-670 (MIC
e MBC de 5 e 40 uyg / mL, respectivamente) e LAC USA300 (MIC e MBC de 5 e 40
Mg / mL, respectivamente), interferindo na cinética de crescimento de todas as
cepas. Efeito sinérgico foi detectado com cefoxitina e cefotaxima e efeitos
antiagregantes também foram detectados na cepa 8325-4. No entanto, a lectina ndo
interferiu na atividade hemolitica nem na expresséo dos genes hla, rnalll e spa. Em
conclusao, o PeRoL apresenta atividade antibacteriana contra isolados suscetiveis e
resistentes e com potencial para melhorar a agdo dos antibiéticos.

Palavras-chave: Antibioticos, expressdo génica, oxacilina-resistent, meticilina-

resistente.
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1 Introducéao

Os microrganismos patogénicos causam varias doencas infecciosas e podem
até levar a morte. Apesar do desenvolvimento de novas vacinas e antibiéticos contra
doencas infecciosas, patdégenos multirresistentes estdo surgindo continuamente
(Gootz, 2010; Dai et al.,, 2019). Esse fato estimula a busca por novas moléculas
bioativas para o controle de patdégenos para serem utilizadas isoladamente ou como
agentes aditivos ou sinérgicos em terapias combinadas, juntamente com o0s
antibioticos atualmente disponiveis (Bollenbach, 2015; Loose et al., 2019).

A resisténcia antimicrobiana € um importante mecanismo de sobrevivéncia
gue favorece os microorganismos no processo de infeccdo. Em bactérias, alguns
dos mecanismos de resisténcia molecular e bioquimica envolvem inativacdo ou
modificacdo de drogas por enzimas, desenvolvimento de bombas de efluxo,
mudancas na permeabilidade da membrana e mudancas estruturais nas barreiras e
alvos antibidticos (Madigan et al., 2010; Li et al., 2015). A tolerancia que alguns
patdgenos desenvolvem contra antimicrobianos leva a infeccbes humanas agudas,
persistentes, cronicas e recorrentes (Starkey et al., 2014). A resisténcia de
Staphylococcus spp. a meticilina estd associada a alteracfes no local de acédo da
droga pela sintese de uma proteina de ligacdo a penicilina de baixa afinidade
(PBP2a) e é mediada pelo gene mecA (Sawant et al., 2009; Baig et al., 2019;
Delorme et al. al., 2019). A presenca de bombas de efluxo na membrana plasmatica
dessas bactérias permite a extrusdo de compostos toxicos para 0 meio externo e € o
mecanismo responsavel pela resisténcia de microrganismos a diferentes classes de
antimicrobianos de interesse clinico (Webber et al., 2003; Kumar et al., 2020).

O grau de patogenicidade de um microrganismo depende diretamente de

seus fatores de viruléncia, que correspondem a mecanismos gue aumentam a
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capacidade de causar uma infeccdo (Nash et al., 2015). Esses mecanismos incluem
estruturas, estratégias ou a producdo de substancias que auxiliam o microrganismo
na invasao dos tecidos e evasao das defesas do sistema imunoldgico. Por exemplo,
a formacdo de biofilmes é uma estratégia notoria pela qual os microrganismos
melhoram sua resisténcia (Reis et al., 2014; Cepas et al., 2019).

Os produtos naturais compreendem uma diversidade de moléculas bioativas
que tém sido avaliadas como potenciais agentes terapéuticos inovadores,
desempenhando um papel extremamente importante na descoberta e
desenvolvimento de novos farmacos (Newman et al., 2012). Lectinas sao proteinas
gue reconhecem e se ligam reversivelmente a carboidratos e glicoconjugados com
alta especificidade (Gabius et al., 2016; Bhutia et al., 2019).

A lectina da raiz de Portulaca elatior (PeRoL) € uma proteina homodimérica
com 32 kDa e ponto isoelétrico 3.8 que reconhece carboidratos e glicoproteinas e
reduz o crescimento microbiano e a sobrevivéncia de patdégenos humanos (Silva et
al., 2019). Este trabalho determinou a atividade antibacteriana do PeRoL contra
isolados suscetiveis (8325-4), resistentes a oxacilina (UFPEDA-670) e resistentes a
meticilina (MRSA; LAC USA300) de Staphylococcus aureus. A viabilidade celular, a
curva de crescimento e as mudancas na ultraestrutura celular foram avaliadas. Além
disso, foram determinados os efeitos das combinagcfes lectina-antibiético no

crescimento microbiano e o efeito do PeRoL na expressao dos fatores de viruléncia.

2 Materiais e métodos

2.1 Isolamento da lectina

PeRoL foi isolado de raizes de P. elatior Mart. ex Rohrb conforme descrito por

Silva et al., (2019). Os espécimes foram coletados em Aroeiras (Paraiba, Brasil) com
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autorizacdo (36301) do Instituto Chico Mendes de Conservacdo da Biodiversidade
(ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil. O p6 das raizes de P. elatior foi
obtido apds ser triturado em um liquidificador e, em seguida, misturado com NaCl
0,15 M (na proporcéo de 10:1, p/v) por 6 h usando um agitador magnético. A seguir,
a mistura foi filtrada e centrifugada (9000 x g, 15 min, 4 °C) para obtencao do extrato
salino. O extrato foi aplicado (8,0 mg de proteina) em uma coluna de quitina (Sigma-
Aldrich, EUA) (7,5 x 1,5 cm) equilibrada com 0,15 M de NaCl. A lectina adsorvida na
coluna foi recuperada por eluicdo com acido acético 1,0 M e dialisada contra agua

destilada (6 h) para remocéo do eluente.

2.2 Concentracdo de proteina e ensaio de hemaglutinacéo

A concentracdo de proteinas foi estimada de acordo com Lowry et al. (1951)
usando uma curva padrao de albumina de soro bovino (31,25 a 500 pg / mL). A
atividade hemaglutinante (HA) foi investigada segundo Paiva e Coelho (1992). A
amostra (50 pL) foi diluida em série duas vezes em NaCl 0,15 M e, em seguida, 50
UL de uma suspensdao (2,5% v / v) de eritrécitos de coelho tratados com
glutaraldeido (Bing et al., 1967) foi adicionado a cada poco e a placa foi incubada a
27 °C durante 45 min. No controle, a suspenséo de eritrécitos foi incubada com NacCl
0,15 M. O numero de unidades de HA (HAU) foi determinado como o reciproco da
maior diluicdo da amostra que promoveu aglutinacao total de eritrocitos de coelho. O
HA especifico foi definido como a razdo entre o HAU e a concentracdo de proteina

(mg / mL).
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2.3 Isolados bacterianos

Isolados clinicos de Staphylococcus aureus 8325-4 (ndo resistente a
antibioticos, NCTC 8325; Novick, 1967) e LAC USA300 (MRSA, FPR3757; Diep et
al., 2006) foram obtidos no Departamento de Ciéncias Veterinarias e Animais,
Faculdade de Ciéncias Médicas e da Saude da Universidade de Copenhagen
(Dinamarca). O isolado resistente a oxacilina UFPEDA-670 foi fornecido pela
colecdo de cultura da UFPEDA (WDCM 114) do Departamento de Antibioticos da
UFPE. As cepas de S. aureus PC322, hla :: lacZ (Chan e Foster, 1998), PC203, spa
.. lacZ (Chan e Foster, 1998) e SH101F7, rnalll :: lacZ (Horsburgh et al., 2002)
também foram usadas. As culturas de estoque foram mantidas a -80 °C em Caldo
Mueller Hinton (MHB) estéril com 10% (v / v) de glicerol. Para uso nos ensaios, as
bactérias foram cultivadas em Agar Mueller Hinton (MHA) overnight a 37 ° C e
depois cultivadas em Caldo Triptona de Soja (TSB, Oxoid) a 37 ° C sob agitacdo a
200 rpm. A densidade da cultura foi ajustada turbidimetricamente a 600 nm (OD600)
para 1 x 108 unidades formadoras de colonias (CFU) por mL (0,5 na escala de

McFarland) em NaCl 0,15 M estéril.

2.4 Determinacéo das concentragdes inibitérias minimas (MIC) e bactericidas
minimas (MBC)

Os valores de MIC foram determinados para PeRoL (concentracao inicial: 250
pug/mL) e os antibidticos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) cefotaxima e cefoxitina
(concentracdo inicial: 160 pg/mL) pelo método de microdiluicdo em caldo em
microplacas com 96 pocos. Os indculos bacterianos foram diluidos em solugéo
salina para 10® UFC / mL. Primeiro, 80 pL de agua destilada foram adicionados do

segundo até o décimo segundo pocgo da linha e, em seguida, PeRoL (80 uL; 0,5 mg/
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mL) foi adicionado ao terceiro poco e submetido a uma diluicdo em série de duas
vezes até o décimo segundo poco. Em seguida, 40 uL de MHB foram adicionados a
todos os pocos da fileira, exceto o primeiro, que foi preenchido com 200 puL do meio
de cultura e serviu como controle de esterilidade. Por fim, a suspensao bacteriana
(80 pL; 108 UFC/mL) foi adicionada do segundo ao décimo segundo poco. O
segundo poco (contendo o microrganismo na auséncia da lectina) correspondeu ao
controle de crescimento de 100%. O OD600 foi medido usando um leitor de
microplaca no tempo zero e apés 24 h a 37 °C. O MIC foi definido como a menor
concentracao de lectina / antibiético capaz de promover redugcéo =250% na densidade
Optica, em comparacdo com o controle de crescimento de 100%.

Para a determinacdo do MBC, aliquotas (10 pL) dos pocgos contendo
concentracdes de lectina 2MIC foram inoculadas em placas de petri contendo MHA,
gue foram incubadas por 24 h a 37 ° C. O MBC correspondeu a menor concentracao
de lectinas capaz de reduzir o nimero de UFC em 99,9% em relagdo ao inéculo
inicial. Cada ensaio foi conduzido em triplicata e trés experimentos independentes

foram realizados.

2.5 Curvas de crescimento

Foram estabelecidas curvas de crescimento de 24 horas, na auséncia ou
presenca de PeRoL, de 8325-4, LAC USA300 e UFPEDA 670. O ensaio foi
realizado conforme descrito na secao 2.4: o primeiro po¢o correspondia ao controle
de esterilidade; o segundo poco correspondeu ao controle de 100% de crescimento;
0 terceiro ao sexto pogos corresponderam a tratamentos com PeRoL a 4 x MIC, 2 x
MIC, MIC, 1/2 x MIC e 1/4 x MIC. A microplaca foi incubada a 37 °C e a DOseoo

determinada a cada hora. Trés experimentos foram realizados em triplicata.
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2.6 Ensaio de sinergismo

Os efeitos sinérgicos entre 0 PeRoL e o0s antibidticos que se mostraram
ineficazes isoladamente (cefotaxima e cefoxitina) foram avaliados pelo método
descrito por Ferreira et al. (2018). Cada experiéncia correspondeu a duas filas de
uma microplaca de 96 pocos. A lectina foi adicionada (80 pL a 8 x MIC) ao quarto
poco da primeira linha e uma diluicdo seriada de duas vezes em agua Milli-Q estéril
foi realizada até o penultimo poco da segunda linha. Em seguida, o antibiético foi
adicionado (80 pL a 4 x MIC) ao penultimo poc¢o da segunda fileira e uma diluicao
em série de duas vezes foi realizada na direcdo oposta até o quarto poco da
primeira fileira. O terceiro poco da primeira linha continha apenas a lectina (4 x MIC)
e o ultimo poc¢o da segunda linha continha apenas o antibiético (4 x MIC). 40 uL de
MHB foram adicionados a todos 0s po¢os, exceto o primeiro, que continha 200 pL de
meio de cultura e serviu como controle de esterilidade. O segundo poco
correspondeu ao controle de 100% de crescimento. Cada poco, exceto o primeiro,
foi inoculado com suspensdo bacteriana (80 pL a 108 UFC / mL) e a placa foi
incubada a 37 °C. A ODeoo foi determinada no tempo zero e apés 24 h. A avaliacdo
da interagcdo entre os diferentes tratamentos foi realizada através da determinagéo
da soma das concentragdes inibitorias fracionéarias (2FIC), como segue: ZFIC = (MIC
de lectina em combinacdo / MIC de lectina sozinha) + (MIC de antibidtico em
combinacgéo / MIC de antibiético sozinho). As combinac¢des foram classificadas como
sinérgicas (2FIC<0,5), aditivas (ZFIC> 0,5-1,0), indiferentes (ZFIC> 1,0 — < 4,0) ou

antagonicas (2FIC> 4,0).
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2.7 Ensaio de agregacao bacteriana

A cultura bacteriana em uma ODeoo inicial = 0,02 foi inoculada em MHB (1 mL
por poco) em uma placa de 24 pocos. PeRoL, diluido em agua Milli-Q estéril, foi
adicionado aos pocos para obter as concentracdes finais correspondentes a ¥2xMIC
e MIC. Agua Milli-Q foi usada no controle. As placas foram incubadas durante 8,5 h
a 37 ° C sob agitacdo suave. Em seguida, as culturas foram sedimentadas por 30
min e os sobrenadantes foram coletados para determinacdo de DOsoo. Uma ODsoo
inferior no sobrenadante era indicativa de agregacdo. Trés experimentos foram

realizados em triplicata.

2.8 Ensaio de atividade hemolitica

A atividade hemolitica de isolados de S. aureus tratados ou ndo com as
lectinas foi determinada conforme descrito anteriormente por Silva et al., (2019). Foi
usado sangue de ovelha na solugcédo de Alsever adquirida da Vision Médica (Recife,
Brasil). Colénias de S. aureus foram inoculadas em tubos contento TSB (5 mL) e
mantidas por 16 h a 37 °C em incubadora com agitacdo (225 rpm). Em seguida, as
culturas foram diluidas (1: 9, v/v) em NaCl 0,15 M duas vezes e a suspensao celular
final (DOs0o = 0,15) foi transferida para placas de Petri (90 x 100 mm) e misturada
com agar sangue. Apos a solidificacao, orificios foram feitos nas placas e 50 uL de
agua destilada (controle), PeRoL (a ¥2 xMIC, ¥4 xMIC e 1/8 xMIC) foram adicionados
aos orificios e as placas foram incubadas por 24h a 37 °C. Observou-se 0

aparecimento de halo de hemdlise. Trés experimentos foram realizados em triplicata.
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2.9 Ensaio de biofilme

As culturas de S. aureus foram ajustadas para 0,5 na escala de McFarland
em NaCl 0,15 M estéril. O inéculo bacteriano (80 yL) foi incubado com agua Milli-Q
estéril (80 pyL) e MHB (40 pL) por 24 h a 37 °C sem agitacdo em uma placa de
microtitulacdo de 96 pocos. ApOs este periodo, o contetdo do poco (células médias
e plancténicas) foi removido e o biofilme formado foi tratado com 80 uL de agua Milli-
Q estéril (controle negativo), PeRoL, cefotaxima ou cefoxitina. As lectinas e
antibioticos foram avaliados isoladamente, bem como em combinacdes sinérgicas /
aditivas. As placas foram incubadas novamente por 24 h a 37 ° C e, apds esse
periodo, os pocos foram lavados trés vezes com solucéo salina estéril. Os biofilmes
restantes foram fixados por calor a 60 ° C por 60 min e corados com 0,4% (p / v) de
violeta de cristal por 15 min a 25 ° C. Os pocos foram lavados com agua e o corante
gue se ligou ao biofilme foi solubilizado com etanol absoluto, e a absorbancia

medida a 570 nm. Trés experimentos foram realizados em triplicata.

2.10 Ensaio qualitativo de B-galactosidase

A possivel influéncia do PeRoL na expressdo dos fatores de viruléncia
controlados pelo sistema agr foi avaliada pelo ensaio da placa de p-galactosidase de
acordo com Bojer et al. (2017). Em primeiro lugar, a cepa 8325-4 foi usada para
obter sobrenadantes contendo peptideos autoindutores (AIP). A bactéria foi
inoculada em 5 mL de TSB em tubos de 15 mL e incubada durante a noite (16 h) a
37 ° C sob agitacdo a 225 rpm. ApGs esse periodo, as culturas foram centrifugadas
(10.000 x g, 5 min) e os sobrenadantes foram passados por filtros estéreis de 0,22
um.

Nos ensaios da placa de B-galactosidase, foram utilizadas as cepas

transportadoras de fusdao PC203 (spa :: lacZ), PC322 (hla :: lacZ) e SH101F7 (rnalll
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.. lacZ). As bactérias foram cultivadas separadamente em TSB overnight para atingir
uma densidade de 10° UFC / mL. A cultura foi entdo inoculada (800 pL) em placas
de Petri quadradas contendo Agar Triptona de Soja fundido, resfriado (45 min) a 45 °
C e suplementado com 5 pg / mL de eritromicina e 150 pg / mL de 5-bromo-4-cloro -
3-indolil-B-galactopiranosideo (X-gal). Furos em cada placa foram feitos com uma
broca de cortica estéril e os tampdes de agar foram removidos. A lectina (para atingir
Y2 x MIC, Y4 x MIC, 1/8 x MIC e 1/16 x MIC) e o sobrenadante contendo AIP (20 pL)
foram adicionados a cada poco. Agua Milli-Q foi usada no controle negativo. No
controle positivo, foi adicionado o sobrenadante de uma cultura de Staphylococcus
schleiferi 30743, uma cepa com efeito inibitério no sistema agr (Canovas et al.,
2016). As amostras foram difundidas no agar e as placas foram incubadas a 37 ° C
até o desenvolvimento da cor azul derivada da hidrolise de X-gal. As placas foram
inspecionadas visualmente quanto a qualquer regulacdo para cima ou para baixo de

cor.

2.11 Anélises estatisticas

Os dados foram expressos como a média ou a média percentual + desvio
padrdo (DP) e as diferencas estatisticas foram determinadas usando o teste de
intervalo de Tukey; um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

3 Resultados e Discusséao
PeRoL exibiu atividade bactericida contra todas as bactérias testadas,
incluindo cepas que séo resistentes aos antimicrobianos convencionais, como a
meticilina. O MIC do PeRoL, necessério para inibir o crescimento das cepas 8325-4,
LAC USA300 e UFPEDA-670, foram 20,0, 5,0 e 5,0 ug / mL, respectivamente

(Tabela 1). A atividade antibacteriana do PeRoL contra LAC USA300 foi superior
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(MIC 13 vezes menor para PeRoL) aos antibidticos comerciais cefotaxima (MIC de
64 pg / mL) e cefoxitina (MIC de 64 ug / mL). Os valores de MIC determinados para
PeRoL contra LAC USA300 e UFPEDA-670 foram menores do que 0s encontrados
para a cepa suscetivel de S. aureus (ATCC 6538) relatados em estudo publicado
anterior usando PeRoL (Silva et al., 2019). PeRoL interferiu na sobrevida de 8325-4,
as cepas LAC USA300 e UFPEDA-670 e MBC encontrados foram 20,0, 40,0 e 40,0
Mg / mL, respectivamente, enquanto a cefotaxima e a cefoxitina ndo mostraram
atividade bactericida contra as cepas LAC USA300 e UFPEDA-670. PeRoL foi um
agente bactericida contra isolados de S. aureus mais eficiente do que lectinas de
plantas isoladas de Dypsis decaryi, Cladonia verticillaris, Moringa oleifera e Punica
granatum que apresentaram MBC> 1500, 459,9, 300 e 50 ug / mL, respectivamente

(Ferreira et al., 2011; Ramos et al., 2014; Torres, 2019; Silva et al., 2019).

Tabela 1. Atividade antibacteriana de PeRoL e drogas comerciais contra
Staphylococcus aureus isolados 8325-4 (ndo resistentes), LAC USA300 (MRSA) e
UFPEDA 670 (resistente a oxacilina).

Composto 8325-4 LAC USA300 UFPEDA 670
MIC MBC MIC MBC MIC MBC
PeRoL 20.0 20.0 5.0 40.0 5.0 40.0
Cefotaxime 2.0 4.0 64.0 ND 8.0 ND
Cefoxitin 1.0 64.0 64.0 ND 32.0 ND

MIC and MBC: concentracdes inibitorias e bactericidas minimas, respectivamente,
expressas em g / mL. ND: nédo detectado.

As bactérias possuem 4&cidos teicéico e teicurdnico, peptidioglicanos e
lipopolissacarideos em suas paredes celulares, que podem interagir com lectinas e
podem causar diversos efeitos como formacéo de poros na parede celular, inibigcao
do crescimento, morte por extravasamento do conteudo celular, absorcdo de
nutrientes, inducdo de estresse oxidativo e alteracdo da permeabilidade da

membrana (Paiva et al., 2010; Carvalho et al., 2015; Procoépio et al., 2017).
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O PeRoL apresentou atividade antibacteriana contra cepas resistentes a
meticilina e a oxacilina que exibem resisténcia a varias classes de antibibticos
comerciais, incluindo cefalosporina, tetraciclina, B-lactamicos, macrolideos e
lincosamidas; esses resultados indicam que é improvavel que ocorra resisténcia
cruzada entre esses antibioticos e o PeRoL.

A fim de monitorar a cinética de tempo-morte, as curvas de crescimento de
8325-4 (Figura 1A), LAC USA300 (Figura 1B) e UFPEDA 670 (Figura 1C) foram
incubados com PeRoL em diferentes concentracbes foram estabelecidas. O
crescimento das trés linhagens foi inibido a partir da quarta hora de incubagdo em
todos os tratamentos com PeRoL, denotando forte efeito bacteriostatico. Para a
cepa 8325-4, o crescimento na presenca de PeRoL comecou apenas na quarta hora
com 1/4 x MIC, na quinta hora com 1/2 x MIC, e na décima hora com MIC e com 2 x
MIC. Para LAC USA300, ndo houve crescimento significativo com os tratamentos 1/2
x MIC e 1/4 x MIC até a nona e décima primeira hora, respectivamente, e com a
concentracdo de MIC e 2 x MIC até a décima primeira e décima segunda horas,
respectivamente. Para UFPEDA 670, ndo houve crescimento significativo com os
tratamentos 1/2 x MIC e 1/4 x MIC até a sétima e nona hora, respectivamente, e
com a concentracdo de MIC e 2 x MIC5 até a décima quarta e décima quinta horas,
respectivamente. Em 4 x MIC, nenhum crescimento foi detectado para ambas as

cepas ao longo do ensaio.
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Figura 1. Curvas de crescimento (incubacdo de 24 h) de Staphylococcus aureus
8325-4 (A) e LAC USA300 (B) na auséncia (controle negativo) e presenca de PeRoL
em diferentes concentracdes. Os dados sdo expressos como a meédia + desvio
padréo (DP) de trés experiéncias.

O aumento da resisténcia dos microrganismos aos mais diversos antibiéticos
faz com que novas fontes de antimicrobianos sejam buscadas. Porém, esta
pesquisa também visa encontrar novos agentes antimicrobianos que, em
combinagdo com os medicamentos existentes, tenham acéo efetiva contra esses
microrganismos. O uso de extratos de plantas ou compostos naturais puros em
combinac¢do com antibidticos convencionais pode ter sido considerado promissor por
fornecer rapidamente opcdes de tratamento acessiveis (Da Silva et al., 2019a).

Assim, a acdo do PeRoL foi avaliada em combinacdo com antibioticos
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convencionais. Os valores de MIC para os antibidticos usados no ensaio de

sinergismo podem ser vistos na Tabela 2.

Tabela 2. Avaliacdo da atividade antibacteriana de PeRoL em combinacdo com os
antibioticos cefoxitina (CFX) ou cefotaxima (CFT) contra isolados de Staphylococcus
aureus 8325-4 (nao resistente), LAC USA300 (MRSA) e UFPEDA 670 (resistente a

oxacilina).
Isolados PeRoL-CFX combinacgdes PeRoL-CFT combinagfes
MIC em 2FIC Efeito MIC em ZFIC Efeito
combinacédo combinacé&o
(Hg/mL) (Hg/mL)
PeRoL CFX PeRoL CFT
8325-4 5.0 0.125 0.3125 Sinergismo 5.0 0.0625 0.3125 Sinergismo
LAC 0.625 0.002 0.12 Sinergismo 0.625 0.002 0.12 Sinergismo
USA300
UFPEDA 25 0.0001 0.5 Sinergismo 0.002 0.8 0.03 Sinergismo
670

MIC: concentracdo inibitéria minima. ZFIC: Soma das concentragfes inibitorias
fracionarias. CFX, cefoxitina. CFT, cefotaxima. Os valores de MIC para as lectinas e
antibioticos sozinhos podem ser vistos na Tabela 1.

A acéo sinérgica foi observada para a combinacédo de PeRoL e cefotaxima e a
combinacéo de PeRoL e cefoxitina contra S. aureus isolado 8325-4, LAC USA300 e
UFPEDA 670. O efeito sinérgico em LAC USA300 correspondeu a uma reducéo de
32.000 vezes do MIC para cefoxitina e cefotaxima; além disso, o efeito sinérgico no
UFPEDA 670 correspondeu a uma reducdo de 320.000 vezes do MIC para a
cefoxitina e 10 vezes do MIC para a cefotaxima. Esses resultados mostram o grande
potencial sinérgico do PeRoL quando usado em combinacdo com cefoxitina e
cefotaxima. Sinergismo de combinacdes lectina-antibiético também foi detectada por
Ferreira et al. (2017), avaliando os efeitos da lectina da inflorescéncia de A.
purpurata em isolados de S. aureus resistentes a oxacilina (isolado UFPEDA-671),
mostraram uma reducdo de 83 vezes da CIM de oxacilina. Silva et al. (2019),

avaliando os efeitos da lectina de Punica granatum sarcotesta contra Escherichia
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coli produtora de B-lactamase (isolado C-24716), exibiu uma reducédo de 22,727
vezes de Cefalexina MIC e 1.562,5 vezes de Ceftazidima CIM. Silva et al. (2019b).
Mun et al. (2013), avaliando os efeitos da Curcumina, um flavondide polifendlico
natural, isolado do rizoma de Curcuma longa contra cepas de S. aureus (ATCC
33591), apresentou reducdo de 8 vezes da MIC de oxacilina e 4 vezes da MIC de
ampicilina.

Na maioria das espécies bacterianas, como em S. aureus, a agregacao e a
formacdo de biofiilme estdo envolvidas na infeccdo e na patogénese (Hall-
Sstandingley e Sgetherley, 2002; Kjelleberg e Molin, 2002; Crosby et al., 2016).

O efeito antiagregante do PeRoL foi avaliado e os resultados podem ser
vistos na Figura 2, S. aureus 8325-4 tratado com MIC de PeRoL em comparacao
com o controle, apresentou aumento expressivo de ODsoo, evidenciando maior
presenca de células isoladas na suspensdo. O PeRoL a % x MIC e MIC néo

promoveu efeitos de antiagregacdo nas cepas multirresistentes LAC USA300 e
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Figura 2. Avaliacdo dos efeitos do PeRoL na capacidade de agregacdo de isolados de
Staphylococcus aureus 8325-4, LAC USA300 e UPEDA 670. A quantificacdo da agregacao
foi realizada medindo a densidade Gptica (OD) a 600 nm. Agua Milli-Q foi usada no controle.
As lectinas foram avaliadas em concentragdes subinibitdrias (Y2 x MIC [concentracdo
inibitéria minima]). Cada barra representa a média + desvio padrdo de trés repeticdes.

A agregacdo bacteriana € um processo reversivel observado nas ceélulas

bacterianas e esta diretamente relacionado com a adeséo e colonizagdo bacteriana.
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A formacédo de agregados bacterianos tem se mostrado resultado de um mecanismo
defensivo, como ser menos sensivel a antibidticos (Ribas, 1997; Haaber et al.,
2012).

S. aureus possui varios fatores de viruléncia entre eles, a propriedade
hemolitica conferida por toxinas como alfa-hemolisina e beta-hemolisina codificadas
pelo gene hla controlado pelo sistema agr. A producdo de hemolisinas por S. aureus
€ dependente do seu estado de crescimento, as hemolisinas sdo responsaveis por
promover a lise dos eritrocitos para obter nutrientes para sobreviver.

Para investigar se 0 PeRoL seria capaz de inibir a secrecdo de toxinas
hemoliticas, as células LAC USA300 incubadas com ou sem a lectina foram
avaliadas quanto a capacidade de lise em agar sangue. Porém, os halos produzidos
pelas células expostas ao PeRoL e pelas células controle apresentaram o0 mesmo
didametro, indicando que ndo houve interferéncia (p> 0,05) na acdo hemolitica. Os
resultados de Silva et al. (2018) avaliando a capacidade da lectina de sarcotesta de
Punica granatum (PgTelL) sdo semelhantes ao PeRoL. No entanto, a quercetina
extraida de Alnus japonica, acido tanico, trans-resveratrol e varios flavondides do
vinho tinto foram capazes de inibir a hemolise por S. aureus (Lee et al., 2013; Cho et
al., 2015).

S. aureus possui um sistema QS que regula e a expressao de fatores de
viruléncia de bactérias gram-positivas (Castillo-Juarez et al., 2015). Esse sistema
atua gerando dois transcritos primarios, RNA Il e RNA l1ll, que sdo regulados pelos
promotores P2 e P3, respectivamente. O RNA Il contém os genes agrA, agrB, agrC
e agrD. As proteinas AgrB e AgrD se unem para formar um peptideo auto-indutor
(AIP) e a proteina AgrC é um receptor transmembrana para AIP (Yarwood;

Schlievert, 2003; Novick, 2003; Dehbashi et al., 2018). O AIP pode ativar P3, que
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regula a transcricdo da a-hemolisina encapsulada por hla e RNA llI, responsavel por
ativar a expressao de varias proteinas de viruléncia, como delta-hemolisina, outras
toxinas e enzimas e diminuir a expressao de proteinas de superficie como a proteina
A codificada por spa, que é capaz de se ligar a imunoglobulinas e prejudicar a
defesa do hospedeiro (Bennett et al., 2015; Dehbashi et al., 2018).

PeRoL nao interferiu na expressao dos genes de viruléncia hla e rnalll. Apos
o tratamento com a lectina, a expresséo de spa (regulada negativamente pelo RNA
[Il) ndo foi ativada. A incapacidade do PeRoL de modular a acdo hemolitica de S.
aureus pode ser confirmada com a auséncia de alteracdo no gene hla. Em contraste
com PeRoL, norlichexantona, um pequeno policetideo triciclico ndo reduzido
produzido por fungos e liquens, reduz a expressao de hla que codifica a-hemolisina,
bem como o RNAIII regulatorio do sistema de deteccdo de quorum agr em S. aureus

8325-4 (Baldry et al., 2016).

4 Concluséo
PeRoL apresentou atividade antibacteriana contra isolados néo resistentes e
multirresistentes de S. aureus, incluindo uma cepa MRSA e uma resistente a
oxacilina, afetando o crescimento das cepas e apresentando grande efeito sinérgico
com os antibiéticos comerciais aos quais os isolados apresentaram resisténcia.
PeRoL apenas promove efeitos de antiagregacdo em cepas suscetiveis. Nao foi
capaz de inibir a secrecédo de toxinas hemoliticas e nao interferiu na expressao dos

genes de viruléncia.
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RESUMO
A raiz de Portulaca elatior contém uma lectina antimicrobiana chamada PeRoL.
Neste trabalho, avaliamos a atividade antibacteriana do PeRoL contra uma cepa de
Klebsiella pneumoniae resistente a colistina (Pol 18), uma vez que a colistina é
usada atualmente como uma droga de Ultima linha para infec¢cbes por bactérias
Gram-negativas graves seguido por um aumento na resisténcia entre Bactérias
Gram-negativas. A resisténcia a colistina é considerada um problema sério, devido a
falta de antibioticos alternativos. As concentracdes inibitérias minimas (MIC) e
bactericidas (MBC) foram determinadas por diluicio em caldo. Mudancas
ultraestruturais foram avaliadas por microscopia eletrbnica de varredura. PeRoL
mostrou atividade antibacteriana contra isolados de Pol 18 com valores de MIC e
MBC de 16,0 ug / mL. PeRoL também adiou o inicio do crescimento em pelo menos
dez horas na concentracdo de MIC. No MIC, a lectina ndo causou alteracdes no
tamanho, formato e estrutura das células bacterianas, mas promoveu projecdes fora
das células tratadas. O efeito antibacteriano do PeRoL indica que esta molécula
pode ter potencial para o tratamento futuro de infecgcdes multidrogaresistentes. Este
€ o primeiro estudo relatando a atividade antibacteriana de um composto natural

contra K. pneumoniae resistente a colistina.

Palavras-chave: Resisténcia microbiana, atividade antimicrobiana, colistina.
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1 Introducéao

A resisténcia aos antimicrobianos é considerada um problema de saude
global, que compromete a eficacia dos antibidticos convencionais e € um importante
mecanismo de sobrevivéncia que favorece 0Ss microrganismos no processo de
infecgdo. Os principais mecanismos de resisténcia antimicrobiana sao a diminui¢ao
da absorcdo de antibiéticos (Pagés et al., 2008), modificacdo de alvos antibioticos
(Sander et al., 2002) e inativacdo de antibioticos (Paterson et al., 2005). No entanto,
novos mecanismos foram descobertos, incluindo efluxo de mdltiplas drogas,
integrons, hipermutabilidade e a transferéncia de plasmideos, o ultimo facilitou a
disseminacao da resisténcia entre as cepas (Livermore, 2003; Madigan et al., 2010;
Li et al., 2015; Rehman et al., 2019).

Enterobacteriaceae tem a capacidade de sintetizar enzimas capazes de
degradar uma variedade de antibioticos. As principais enzimas produzidas sdo beta-
lactamases de espectro estendido (ESBL), Klebsiella pneumoniae carbapenemase
(KPC), metalobetalactamases (MBL) e beta-lactamases de classe C (AmpC). As
cepas produtoras dessas enzimas se espalharam mundialmente e sdo responsaveis
por elevar os custos do tratamento, além de aumentar as taxas de morbimortalidade
(Hawkey e Jones, 2009; Meyer e Picoli, 2011; Arena et al., 2020).

Klebsiella pneumonie possui diversos fatores de viruléncia envolvendo
capsulas, lipopolissacarideos (LPS), fimbrias, adesinas nao fimbriais e sistemas de
eliminacdo de ferro (sideroforos) (Paczosa e Mecsas, 2016). Além disso, a
patogenicidade da Klebsiella € aumentada por sua capacidade de formacdo de
biofilme (Desai et al., 2019).

O aumento global do niumero de casos envolvendo K. pneumoniae com

resisténcia multipla a cefalosporinas, monobactamicos, beta-lactamicos e
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carbapenémicos tem feito com que a colistina (polimixina E) seja reintroduzida no
tratamento de infeccbes por esse microrganismo. No entanto, casos de cepas
resistentes a colistina também foram relatados (Olaitan et al., 2014; Liu et al., 2015;
Macesic, 2019). A colistina tem sido a uUltima opcéo terapéutica para o tratamento de
infeccbes causadas por Klebsiella penumoniae produtora de KPC (KPC-Kp), a mais
prevalente entre as enterobacteriaceae resistentes a carbobenem no mundo
(Paczosa e Mecsas, 2016). Além disso, as opclGes de tratamento para cepas
resistentes estdo ficando menores, a necessidade de usar novas abordagens
antimicrobianas é destacada (Olaitan et al., 2014; Nation et al., 2015).

Lectinas sdo proteinas que reconhecem e se ligam reversivelmente a
carboidratos e glicoconjugados com alta especificidade. A raiz de Portulaca elatior
(PeRoL) € uma proteina de ligacdo a trealose, com 32 kDa que apresenta atividade
antimicrobiana contra cepas bacterianas e fungicas (Silva et al., 2019).

Este estudo avaliou a atividade antibacteriana do PeRoL contra um isolado de
Klebsiella pneumoniae resistente a colistina por meio da determinacéo de curvas de
crescimento. A ultraestrutura das bactérias também foi avaliada. Este é o primeiro

estudo usando um composto natural contra K. pneumoniae resistente a colistina.

2 Materiais e métodos

2.1 Isolamento da lectina

Portulaca elatior foi coletada em Aroeiras (Paraiba, Brasil) sob autoriza¢éo do
Instituto Chico Mendes de Conservacgao da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do
Meio Ambiente do Brasil (licenga nimero 36301). PeRoL foi isolado de acordo com
Silva et al. (2019): a raiz foi passada por uma peneira (malha de 1 mm), misturada

com NacCl 0,15 M (na proporcéo de 1:10, v / v) e homogeneizada durante 6 h sob
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agitacdo magnética. O extrato foi obtido por filtracdo e centrifugacdo (9000 g, 15
min, 4 °C). O extrato foi aplicado (8,0 mg de proteina) em uma coluna de quitina
(Sigma-Aldrich, EUA) (7,5 x 1,5 cm) equilibrada com 0,15 M de NaCl. PeRoL foi
recuperado por eluicdo com acido aceético 1,0 M e dialisado contra agua destilada (6

h) para eliminar o eluente.

2.2 Concentracédo de proteina e ensaio de hemaglutinacéao

A concentracd@o de proteinas foi estimada de acordo com Lowry et al. (1951)
usando uma curva padrao (31,25 a 500 pug / mL) de albumina de soro bovino. A
atividade hemaglutinante (HA) foi investigada utilizando uma suspensé&o previamente
tratada com glutaraldeido de eritrécitos de coelho (2,5% v / v) (Bing et al., 1967). foi
adicionado a cada poco e a placa foi incubada a 27 °C durante 45 min. No controle,
a suspensao de eritrécitos foi incubada com NaCl 0,15 M. O HA foi expresso como o
reciproco da maior diluicdo de amostra capaz de promover aglutinacdo. O HA
especifico foi calculado pela razdo entre a atividade hemaglutinante e a

concentragéo de proteina (mg / mL).

2.3 Isolado bacteriano

O isolado clinico de K. pneumoniae (Pol 18), resistente a antimicrobianos
convencionais como B-lactamicos e carbapenémicos, foi obtido no Laboratério de
Resisténcia Microbiana da Universidade de Pernambuco / Universidade Federal
Rural de Pernambuco (Brasil). As culturas de estoque foram mantidas a -80 °C em
Caldo Mueller Hinton (MHB) estéril com 10% (v/v) de glicerol. Para uso nos ensaios,

as bactérias foram cultivadas em Agar Mueller Hinton (MHA) durante a noite a 37 °C
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e depois cultivadas em MHB a 37 °C sob agitacdo a 200 rpm. A densidade da
cultura foi ajustada turbidimetricamente a 600 nm (OD600) para 1 x 108 unidades
formadoras de col6nias (CFU) por mL (0,5 na escala de McFarland) em NaCl 0,15 M

esteéril.

2.4 Determinagao das concentragdes inibitérias minimas (MIC) e bactericidas
minimas (MBC)

Os valores de MIC foram determinados para PeRoL e drogas comerciais em
uma linha de uma microplaca de fundo plano de 96 pocos, 100 uL de caldo Mueller
Hinton (MHB) foram adicionados a todos 0s pocos, exceto o primeiro (controle de
esterilidade), que foi preenchido com 200 uL deste meio de cultura. Em seguida, 100
puL de PeRoL (0,5 mg / mL) foram adicionados ao terceiro po¢o e uma diluicdo em
série de duas vezes foi realizada até o final da linha. Finalmente, a suspensédo
bacteriana (100 pL; 3 x10® CFU / mL) foi adicionada do segundo ao décimo segundo
poco. O segundo poco (contendo o microrganismo na auséncia da lectina)
correspondeu ao controle de crescimento de 100%. O OD600 foi medido usando um
leitor de microplaca no tempo zero e apds 24 h a 37 °C. A MIC foi definida como a
menor concentracdo de lectina / antibidtico capaz de promover redugcao =250% na
densidade Optica, em comparacdo com o controle de crescimento de 100%. Para
determinar o MBC, aliquotas (10 pL) dos pocos contendo concentracdes de lectina
2MIC foram inoculadas em placas de petri contendo MHA, que foram entéo
incubadas por 24 h a 37 °C. O MBC correspondeu a menor concentracao de lectinas
capaz de reduzir o numero de UFC em 99,9% em relacdo ao inéculo inicial. Cada
ensaio foi conduzido em triplicado e trés experimentos independentes foram

realizados.
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2.5 Curvade crescimento

Curvas de crescimento de 24 horas de Pol 18 na auséncia ou presenca de
PeRoL foram estabelecidas. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 pocos
conforme descrito na secdo 2.4. o0 primeiro poco correspondia ao controle de
esterilidade; o segundo poco correspondeu ao controle de 100% de crescimento; o
terceiro ao sexto pocos correspondiam a tratamentos com PeRoL a 4 xMIC, 2 xMIC,
MIC, 1/2 xMIC e 1/4 xMIC. A microplaca foi incubada a 37 °C e a OD600

determinada a cada hora. Trés experimentos foram realizados em triplicata.

2.6 Analises microscopicas

Imagens tridimensionais da estrutura das células bacterianas tratadas com ou
sem PeRoL foram obtidas por microscopia eletrénica de varredura (MEV). As células
(1,2 mL; 10% CFU / mL) foram incubadas com MHB ou SDB (0,6 mL) e PeRoL (0,4
mL) no respectivo MIC ou 2 xMIC em &agua Milli-Q. O controle negativo foi
estabelecido pela adicdo de agua Milli-Q em vez de lectina. Apos a incubacéo (24 h
a 37 °C), as amostras foram centrifugadas (300 x g; 10 min, 25 °C) e as células
precipitadas foram lavadas trés vezes em tampado cacodilato 0,1 M e fixadas em
glutaraldeido 2,5% em cacodilato 0,1 M tampéao pH 7,2 por 30 min a 28 °C. Apés
lavagem com o mesmo tampdo, as células foram deixadas aderir aos tocos (& 12,7
mm, 9 mm de comprimento; Ted Pella Inc., Redding, CA, EUA) e pés-fixadas por 1 h
com tetroxido de 6smio 1%. As células foram desidratadas em acetona graduada,
secas no ponto critico com COzg, revestidas com uma camada de ouro de 20 nm de
espessura e observadas com um microscépio JEOL JSM-5600 LV (JEOL, Peabody,

MA, EUA). As células sem tratamento foram utilizadas como controle.
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2.7 Analise estatistica

Os dados sao expressos como a meédia ou a média percentual + desvio
padrdao (DP) e as diferencas estatisticas foram determinadas usando o teste de
intervalo de Tukey; um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.

3 Resultados e discusséo

PeRoL apresentou atividade antibacteriana contra K. pneumoniae (Pol 18) e a
tabela 1 mostra que a lectina na mesma concentragdo (16,0 pg / mL) foi um agente
bacteriostatico e bactericida. Até onde sabemos, PeRoL é o primeiro composto de
origem natural com atividade antibacteriana contra K. pneumoniae resistente a
colistina. Dentre os compostos testados, PeRoL foi 0 mais eficiente, pois sua MIC foi
encontrada em concentracdo menor que a dos antibiéticos e a reducdo da
viabilidade celular so foi detectada ap6s tratamento com lectina (Tabela 1).

As lectinas podem promover a inibicho do crescimento ou morte do
microrganismo devido a sua capacidade de reconhecer especificamente os glicanos
da parede celular microbiana. A interacdo lectina-bactéria pode causar formacéo de
poros na parede celular, morte por extravasamento do contetdo celular, absorcéo
de nutrientes, inducdo de estresse oxidativo e alteracdo da permeabilidade da

membrana (Paiva et al., 2010; Carvalho et al., 2015; Procopio et al., 2017).
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Tabela 1. Atividade antibacteriana de PeRoL e drogas comerciais contra Klebsiella
pneumoniae isolado Pol 18 (resistente a colistina).

c Pol 18

ompostos MIC VEBC
PeRoL 16.0 16.0
Ampicillin >32.0 ND
Ampicillin/Sulbactam >32.0 ND
Cefuroxime >64.0 ND
Cefoxitin >64.0 ND
Ceftazidime >64.0 ND
Ceftriaxone >64.0 ND
Cefepime >64.0 ND
Imipenem >16.0 ND
Meropenem >16.0 ND
Polimixin B (Colistin) >16.0 ND

MIC and MBC: concentra¢des inibitérias e bactericidas minimas, respectivamente,
expressas em g / mL. ND: ndo detectado.

A fim de monitorar a cinética de eliminacdo de tempo, as curvas de
crescimento de Pol 18 incubado com PeRoL em diferentes concentracfes foram
estabelecidas (Figura 1). O crescimento da Pol 18 foi inibido a partir da quarta hora
de incubacdo em todos os tratamentos com PeRolL, denotando forte efeito
bacteriostatico. O crescimento na presenca de PeRoL comecou apenas na quarta
hora com 1/4 x MIC, na sexta hora com 1/2 x MIC e na décima segunda hora com
MIC e com 2 x MIC. Em 4 x MIC, nenhum crescimento foi detectado para a cepa ao
longo do ensaio. Os resultados revelam que o PeRoL nédo apenas reduz a contagem

bacteriana, mas também adia o inicio da replicacao celular.
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Figura 1. Curvas de crescimento (incubacdo de 24 h) de Klebsiella pneumoniae Pol
18 na auséncia (controle negativo) e presenca de PeRoL em diferentes
concentracfes. Os dados sédo expressos como a média + desvio padréo (DP) de trés
experiéncias.

Os efeitos do PeRoL na estrutura bacteriana foram avaliados através de
imagens tridimensionais de células tratadas com PeRoL no MIC (Fig. 2). As células
de controle mostraram uma forma preservada (bactéria em forma de bastonete),
tamanho regular e superficie lisa. Nos tratamentos com a lectina, ndo foram
observadas alterac6es morfométricas na estrutura bacteriana. Por outro lado, podem

ser observadas projecdes fora das células tratadas.
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Figura 2. Curvas de crescimento (incubacéo de 24 h) de Klebsiella pneumoniae Pol
18 na auséncia (controle negativo) e presenca de PeRoL em diferentes
concentracoes.

4 Conclusao

PeRoL mostrou atividade antibacteriana contra um isolado multirresistente de
K. pneumoniae, afetando o crescimento das cepas. Este € o0 primeiro composto
natural relatado como tendo atividade contra um K. pneumoniae resistente a

colistina.
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RESUMO

A raiz de Portulaca elatior contém uma lectina ligante de quitina (PeRoL) com
atividade antimicrobiana contra espécies patogénicas humanas, incluindo Candida
alibicans e Candida krusei (concentragcbes minimas inibitéria e fungicida de 16
pug/mL). No presente trabalho, nds investigamos os efeitos de PeRoL na cinética de
crescimento e na formagao de biofilme por C. albicans e C. krusei. Adicionalmente,
nés avaliamos a interacdo de PeRoL com diferentes glicanos, incluindo aqueles
presentes em paredes celulares fungicas. PeRoL inibiu o crescimento de C. albicans
e C. krusei nas primeiras horas em concentragcdes iguais ou maiores que 16 ug/mL
(CMI) e reduziu a formagéao de biofilme de C. albicans e C. krusei nas concentragdes
de 32 e 64 pg/mL. PeRoL ligou varios glicanos inclusive aqueles que contém
residuos de quitina e manose e glicanos com ligacdes B1-3, presentes ha membrana
de fungos do género Candida. Em conclusdo, PeRoL é um agente anti-Candida que
interfere no crescimento fungico ao se ligar a glicanos presentes na parede celular e

inibe o desenvolvimento do biofilme.

Palavras-chave: Biofilme, Lectina, Ligantes de glicanos, Portulaca
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1 Introducéao

As infec¢Bes fungicas tém crescido em todo o mundo, especialmente em
pacientes imunocomprometidos (Leroy et al., 2016; Motoa et al., 2017; Enoch et al.,
2017). A candidiase invasiva e a candidemia representam um sério problema de
salde publica associado a altas taxas de mortalidade, tempo prolongado de
internacdo e altos custos (Doi et al., 2016; Strollo et al., 2017). Espécies do género
Candida sdo encontradas como constituintes saprofitas da microbiota humana
normal, mas elas podem se tornar patégenos oportunistas (Papon et al., 2013).

Candida albicans € considerada o agente causador mais comum de doencas
fungicas dentro do género Candida em seres humanos, sendo normalmente
responsavel por 90-100% das infeccbes da mucosa e 50-70% dos episédios de
candidemia (Naglik et al., 2019). Candida krusei tornou-se um patégeno emergente,
responsavel por cerca de 1,5 a 8% dos casos de candidemia, além deste
microrganismo apresentar resisténcia intrinseca ao fluconazol e suscetibilidade
reduzida a outros azois e polienos (Doi et al., 2016; Hrabovsky et al., 2017). Muito
embora C. albicans e C. krusei possam existir de forma planctdnica, elas habitam os
seres humanos predominantemente como biofilmes, que sdo comunidades flngicas
ligadas a uma superficie sélida, incorporadas em uma matriz de substancias
poliméricas extracelulares (Tsui et al., 2016). Devido a maior resisténcia dos
biofilmes aos antifungicos e as defesas do hospedeiro em comparacdo as culturas
planctbnicas, a formacgédo de biofiime € um importante atributo de viruléncia destes
microrganismos (Gulati et al., 2016).

A toxicidade e a eficacia variavel dos antifuUngicos disponiveis para o
tratamento da candidiase demonstram a necessidade urgente para a descoberta de

novos agentes antifingicos (Laniado-Laborin et al., 2009; Roemer et al., 2014;
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Pappas et al., 2016). As lectinas sé@o proteinas que podem desencadear respostas
celulares apds interagirem com membranas através de suas porcdes de
carboidratos (Sultana et al., 2019; Hiremath et al., 2020). Silva et al. (2019)
reportaram que a lectina isolada da raiz de Portulaca elatior Mart. ex Rohrb
(denominada PeRoL), ndo é citotoxica frente a células mononucleares do sangue
periférico e eritrécitos e € um agente fungistatico e fungicida contra Candida
albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei, e Candida tropicalis com
concentracbes minimas inibitéria e fungicida de 16 pg/mL para todos os
microrganismos testados.

Neste trabalho, ndés avaliamos os efeitos de PeRoL na cinética de
crescimento e a producdo de biofilme por C. albicans e C. krusei, bem como a
interacdo da lectina com glicanos estruturalmente diversos, incluindo alguns

presentes em paredes fungicas.

2 Matériais e Métodos
2.1 Isolamento da Lectina

Espécimes de P. elatior foram coletados na cidade de Aroeiras, Estado da
Paraiba, nordeste do Brasil, com autorizacdo do Instituto Chico Mendes de
Conservacado da Biodiversidade (nimero 38690) do Ministério do Meio Ambiente do
Brasil. Um espécime de voucher foi arquivado no herbario do Instituto Agronémico
de Pernambuco, Recife, Brasil, sob o nUmero de registro 90796.

PeRoL foi isolada da raiz como descrito por Silva et al. (2019). A raiz foi seca
a 60 °C por 5 dias e depois triturada com um triturador. O pd da raiz foi
homogeneizado com NaCl 0,15 M, na propor¢cao de 1:10 (p/v), utilizando agitador

magneético durante 6 h a 28°C. O extrato obtido apds filtracdo da mistura em papel
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de filtro e centrifugacéo do filtrado (9.000 g; 15 min, 4°C) foi aplicado (2 mL, 10,26
mg de proteina) em coluna de quitina (7,5 x 1,5 cm) previamente equilibrada (20
mL/h) com NaCl 0,15 M. A coluna foi lavada com NaCl 0,15 M até que a absorbancia
a 280 nm fosse inferior a 0,03. PeRoL foi eluida (fracbes com absorbancia superior a
0,100) da coluna com &acido acético 1,0 M e em seguida foi dialisada contra NaCl

0,15 M (4 h) para eliminacéo do eluente.

2.2 Dosagem de proteinas e atividade hemaglutinante

A concentracdo de proteinas foi estimada de acordo com Lowry et al. (1951)
usando uma curva padrdo (31,25 a 500 pg/mL) de albumina de soro bovino. A
atividade hemaglutinante (AH) foi investigada de acordo com Paiva e Coelho (1992)
em microplacas de 96 pocos com fundo em “V”. A amostra (50 pL) foi diluida em
série em 50 pL NaCl 0,15 M e, em seguida, 50 pL de uma suspenséo (2,5% v / v) de
eritrocitos de coelho tratados com glutaraldeido (Bing et al., 1967) foram adicionados
a cada poco e a placa foi incubada a 27 °C por 45 min. No controle, a suspensao de
eritrocitos foi incubada com NaCl 0,15 M. A AH foi expressa como o reciproco da
maior diluicdo da amostra capaz de promover aglutinacdo. A AH especifica foi
calculada pela razdo entre a atividade hemaglutinante e a concentracao de proteina

(mg/mL).

2.3 Isolados fungicos
Os isolados Candida albicans (URM 5901) e Candida krusei (URM 6391)

foram obtidas na colecdo de culturas da Universidade Recife micologia (URM),
Departamento de micologia, Universidade Federal de Pernambuco, Brasil. Os
fungos foram cultivados em caldo Sabouraud Dextrose pH 5,6, a 28 °C, sob agitacao

suave. Para uso nos ensaios, a densidade das culturas foi ajustada
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turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600 nm (ODeoo) a 1 x 1060u 1 x

108 unidades formadoras de col6énias (UFC) por mL.

2.4 Verificacado das atividades fungistética e fungicida de PeRoL

Para verificar a atividade antifingica da amostra de PeRoL utilizada nesse
estudo, os valores de concentracdo minima inibitoria (CMI) e fungicida (CMF) foram
determinados de acordo com o método descrito por Silva et al. (2019). A CMI foi
definida como a menor concentracdo de lectina capaz de promover uma reducéo
250% na densidade Ooptica, em comparacdo com o controle de crescimento de
100%. A CMF correspondeu a menor concentracdo de PeRoL capaz de reduzir o
namero de UFC em 99,9% em relacdo ao indculo inicial. Cada ensaio foi realizado

em triplicata e foram realizados trés experimentos independentes.

2.5 Curvas de Crescimento

Foram estabelecidas curvas de crescimento durante 24 h de C. albicans e C.
krusei na auséncia ou presenca de PeRoL em diferentes concentracées. O ensaio
foi realizado em uma fileira de uma microplaca de 96 pocos, 0s quais receberam
agua Milli-Q (80 pL) estéril. Em seguida a lectina (80 pL) foi adicionada ao
terceiro poco e uma diluicdo em série foi realizada para se obter as concentracdes
correspondentes a 4 x MIC, 2 x MIC, MIC, 1/2 x MIC e 1/4 x MIC. Em seguida, 40
puL de caldo Sabouraud Dextrose foi adicionado a todos os pocos da fileira.
Finalmente, o inéculo  flngico (80 pL, 10®° UFC/mL) foi adicionado, exceto ao
primeiro poc¢o, que funcionou como controle de esterilidade. O segundo poco
(contendo o microrganismo na auséncia da lectina) correspondeu ao controle de
crescimento. A microplaca foi incubada a 28 °C e a densidade optica (DOesoo) foi
determinada a cada hora, por 24 h. O ensaio foi realizado em triplicata e foram

realizados trés experimentos independentes.
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2.6 Atividade antibiofilme
O inéculo fangico (80 yL, 108 UFC/mL) foi incubado com agua Milli-Q estéril

(80 pL) e caldo Sabouraud Dextrose (40 uL) por 24 h a 37 °C sem agitagdo em uma
placa de microtitulacdo de 96 pocgos. ApOs esse periodo, o contetdo do pogo
(células plancténicas) foi removido e o biofilme formado foi tratado com 80 uL de
agua Milli-Q estéril (controle negativo) ou PeRoL (8, 16, 32 e 64 ug/mL). As placas
foram incubadas novamente por 24 h a 37 °C e, ap0s esse periodo, 0s pocos foram
lavados trés vezes com 200 pL de solucédo salina estéril. Os biofilmes restantes
foram fixados a 60 °C por 60 min e corados com 0,4% (p/v) de cristal violeta por 15
min a 25 °C. Os pocos foram lavados com 200 pL de agua destilada e o corante que
se ligou ao biofilme foi solubilizado com etanol absoluto (200 yL) e a absorbancia foi

medida a 570 nm. Os experimentos foram realizados em triplicata.

2.7 Analises de microarray de glicanos
PeRoL foi previamente biotinilada usando 2 mg de EZ-Link™ Sulfo-NHS-LC-

Biotin (Thermo Fisher Scientific, EUA) conforme protocolo do fabricante. Os
microarrays foram compostos de oligossacarideos ligados a lipidios
(neoglicolipideos — NGL’s), impressos roboticamente em duplicata em laminas de
vidro revestidas com nitrocelulose a 2 e 7 fmol por probe usando um instrumento
sem contato, como descrito anteriormente (Palma et al., 2006). Os ensaios de
ligacdo em microarray de PeRoL foram realizados entre 19 e 20 °C, conforme
descrito por Liu et al. (2012).

Em resumo, as laminas foram bloqueadas com albumina sérica bovina a 1%
p/v (Sigma-Aldrich, EUA) em solucdo bloqueadora de caseina (Pierce Chemical Co,
EUA) por 1 h. PeRoL biotinilada foi sobreposta nas laminas a uma concentracdo de

50 pg/mL, e a ligacdo entre PeRoL e os glicanos foi detectada utilizando
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estreptavidina marcada com Alexa Fluor 647 (Molecular Probes-Life Technologies,
CA, EUA) a 1 pg/mL em solucao bloqueadora. Os dados dos array de glicanos foram

avaliados utilizando software para microarrays de glicanos (Stoll et al., 2009).

2.8 Analise estatistica

Os dados foram expressos como a média ou a porcentagem meédia + desvio
padrdao (DP) e as diferencas estatisticas foram determinadas pelo teste de Tukey;

um valor de p < 0,05 foi considerado estatisticamente significativo.

3 Resultados e Discusséo

Antifangicos comerciais vém perdendo eficiéncia devido ao surgimento de
cepas resistentes (Dominguez et al., 2019; Berman et al., 2020). A investigagcao de
compostos naturais quanto a atividade antifingica pode disponibilizar protétipos para
o desenvolvimento de novos farmacos (Pfaller et al., 2013; Nicola et al., 2019) e
consequentemente € uma estratégia interessante do ponto de vista de ampliacéo de
alternativas terapéuticas.

PeRoL é uma lectina antimicrobiana com atividade bacteriostatica contra
Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (CMI de
8,12, 4,06 e 32,5 pg/mL, respectivamente) e antifingica para espécies de Candida
com CMI e CMF de 16,0 pg/mL (Silva et al., 2019). Neste trabalho n6s ampliamos a
avaliacdo dos efeitos de PeRoL contra C. albicans e C. krusei através do
acompanhamento por 24 h do crescimento fungico e determinacdo da capacidade
de producgéo de biofilme pelos isolados na presenca dessa lectina. Adicionalmente,
utilizamos microarray de glicanos para investigar a afinidade de PeRoL a glicanos,

incluindo alguns presentes em superficies fungicas.
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PeRoL (0,5 mg) foi isolada seguindo o protocolo estabelecido por Silva et al
(2019) com atividade hemaglutinante especifica de 120,22. A acdo antifungica foi
igual aguela determinada anteriormente, sendo novamente detectados valores de
CMI e CMF de 16 pg/mL. A atividade antifangica de lectinas pode estar associada a
estresse oxidativo e dano a parede celular (Del Rio et al., 2018). Lectinas de plantas
que interferem no crescimento e sobrevivéncia de C. albicans ja foram isoladas de
folhas de Schinus terebinthifolius (CMI e CMF de 6,5 e 26,0 pg/mL,
respectivamente), de sementes de Dypsis decaryi (CMI de 2,06 pg/mL) e de
sementes de Dioclea violacea com CMI de 32 ug/mL (Gomes et al., 2013; Torres et
al., 2019).

A cinética da inibicdo do crescimento fungico foi monitorada por 24 h com
PeRoL nas concentracdes equivalentes a 4 x CMI, 2 x CMI, CMI, %2 CMI e ¥4 CMI
(Figura 1). O crescimento de C. albicans (Figura 1A) foi significativamente (p <0,05)
inibido desde a primeira hora de incubacdo em tratamentos com PeRoL em
concentracbes = CMI. Na presenca da lectina a %2 CMI e ¥ CMI, o crescimento
desta espécie foi significativamente (p <0,05) menor do que no controle a partir da
quarta hora. Para C. krusei (Figura 1B) a inibicdo do crescimento também ocorreu
desde a primeira hora de incubacdo PeRoL em concentragcbes = CMI. Esses
resultados revelam que PeRoL exerceu efeito fungicida contra C. albicans e C.
krusei em poucas horas de incubacao, similarmente ao relatado por Da Silva et al.
(2018) para a lectina isolada da sarcotesta de Punica granatum. Por outro lado,
Ferreira et al. (2018) reportaram que a lectina extraida de Alpinia purpurata inibiu o

crescimento de C. albicans ap0s a décima-oitava hora.
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Fig 1. Efeitos do PeRoL no crescimento de Candida albicans e Candida krusei.
Curvas de crescimento na auséncia ou presenca de PeRoL em diferentes
concentracdes. A densidade 6ptica (O.D.) a 600 nm foi determinada a cada hora
durante 24 h. As células de controle negativo foram cultivadas em um meio livre de
lectina. MIC: concentragdo inibitoria minima.

A espécies do género Candida formam comunidades estruturadas
circundadas por matriz polimérica em superficies bibticas e abioticas (Zhang et al.,
2019). Estes biofilmes representam um sério desafio de tratamento na clinica, uma
vez que sdo tipicamente resistentes a todas as classes de drogas antifungicas
usadas no tratamento de infec¢cdes planctdnicas (Fox et al., 2015). PeRoL nas
concentracbes de 64 pg/mL (4 x CMI) e de 32 pg/mL (2 x CMI) inibiu o
desenvolvimento de biofilme por C. albicans e C. krusei (Fig. 2). Estes resultados
podem ser devido a presenca de um agente antifingico (PeRoL), uma vez que a
formacao do biofilme é um mecanismo de protecéo. Isso também foi observado para
a anfotericina B (KVASNICKOVA, 2015) e para PgTeL (DA SILVA, 2018), que sao
agentes antifungicos que promovem a formacao do biofilme de C. parapsilosis e de

C. albicans e C. krusei, respectivamente
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Fig 2. Formacdo de biofiime C. albicans e C. krusei na auséncia (controle) e
presenca de PeRoL em diferentes concentracbes. O crescimento foi avaliado por
densidade oOptica a 600 nm (ODsoo). Letras diferentes indicam diferengas
significativas (p <0,05) entre os tratamentos. MIC50: concentracao inibitéria minima.

Atividade antibiofilme de compostos de origem vegetal ja foi reportada contra
C. albicans. O oleo essencial de Laurus nobilis foi uma agente antibiofiime menos
eficiente que PeRoL desde inibiu a formacdo do biofiime de C. albicans na
concentracdo de 1000 pg/mL enquanto o terpendide eucarobustol E de Eucalyptus
robusta, apresentou efeito similar a PeRoL inibindo na concentragdo de 16 pg/mL
(Peixoto et al., 2017; Ourabah et al., 2019). Silva et al. (2018) reportou que a lectina
de Punica granatum foi capaz de inibir a formacéo de biofiime de C. albicans nas
concentracdes de 0,195 a 0,9 pg/mL.

Estudos tém demonstrado que lectinas que ligam quitina séo antifangicas por
interagirem com componentes da parede celular do fungo (Coelho et al., 2017). Em
fungos, essa parede é composta principalmente por glicanos formados por ligacdes
B1-3 e B1-6, quitina e proteinas fortemente manosiladas (Poulain et al., 2015; Hofs et
al., 2016; Bongomin et al., 2017). Neste trabalho as propriedades de ligacdo a
carboidratos de PeRoL foram determinadas através de analises de microarrays de
glicanos.

PeRoL se ligou a monossacarideos, glicanos sulfatados, glicanos com

residuos sidlicos, residuos de quitina e glicanos do grupo sanguineo O e A. A
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intensidade relativa de ligacdo a 27 probes é mostrada na figura 3 e € comparada
com a ligacdo mais forte para PeRoL (100%) (em vermelho na figura 3). Nao foram
detectadas ou foram detectadas ligacGes fracas entre PeRoL e os outros probes
testados. A interacdo de PeRoL com quitina tinha sido anteriormente detectada por
Silva et al. (2019) através da adsorcéo da lectina a coluna de quitina e o dado do
ensaio de microarrays de glicanos confirmou esta caracteristica. A ligacdo de PeRoL
as probes de quitosana (GIcN4-AO, GIcN5-AO, GIcN6-AO) nao foi detectada e isto
corrobora com Silva et al. (2019) que nado detectaram afinidade de PeRoL por
quitosana no ensaio de inibicdo de atividade hemaglutinante por carboidratos. A
atividade hemaglutinante de lectina é devida a ligacdo a carboidratos da superficie
de eritrécitos e carboidratos que séo reconhecidos pelos sitios de ligacdo da lectina,
inibem a atividade hemaglutinante (Coelho et al., 2018).

A ligacao de PeRoL a glicanos com ligacao p1-3 (o glicano neutro ILNO-AD e
o glicano fucosilado TFILNO), manose (6P-Man e 6P-Man-AQ), glicanos contendo
manose (galactomananas; Gal-Mannan DP2-AO e Gal-Mannan DP6b-AO) e
residuos de quitina, que sdo encontrados em paredes celulares flungicas, sugere que
0 mecanismo de acdo de PeRoL inclui ligacdo a parede celular. Ainda, compostos
que tem como alvos componentes da parede celular do fungo interferem na sintese
da enzima [(-1,3-glicano sintase e promovem alteracdo da membrana, causando

desordem e morte celular (Hector, 1993; Abruzzo et al., 2000).
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Fig 3. Relative binding intensities of PeRoL to microarray probes. Relative binding
intensities (5 fmol per spot) are shown as the percentage of the fluorescence signal

intensity relative to that given by Barley-16-A0*, the probe most strongly bound.

4 Concluséo

PeRoL apresentou efeitos sobre o crescimento de C. albicans e C. krusel,
além de impedirem a formacéo de biofilme dos dois microrganismos analisados. A
atividade antifiungica de PeRoL pode ser decorrente da ligacéo a parede celular uma
vez que a lectina se ligou a residuos de quitina e outros glicanos que apresentam

ligacbes B1-3.
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4 CONCLUSAO

Extratos organicos de folhas e caule de P. elatior, contendo flavonoides e
derivados cinamicos como compostos majoritatios, apresentaram atividade
antioxidante e anticancer contra leucemia mieloide cronica, leucemia linfoblastica
aguda e leucemia promielocitica aguda. Os extratos ndo apresentaram atividade
citotoxica sobre células saudaveis e nem atividade hemolitica.

Uma lectina da raiz de Portulaca elatior foi isolada e denominada PeRoL.
Estudos de caracterizacdo estrutural revelaram que a lectina reconhece carboidratos
livre e glicoproteinas, é homodimérica e tem natureza acida. PeRoL tem atividade,
antibacteriana contra isolados multirresistentes e ndo apresenta toxicidade para
células humanas da linhagem branca e vermelha. PeRoL apresentou efeito sinérgico
com antibioticos comerciais e atividade antifingica e anti-biofilme contra espécies de
Candida, reconhecendo carboidratos presentes na parede celular desses

microrganismaos.
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Lectins are carbohydrate-binding proteins broadly distributed in plants and have several biological functions, in-
cluding antimicrobial action. Portulaca elatior is a Caatinga plant whose chemical composition and biotechnolog-
ical potential have not been extensively studied. In this work, a lectin was isolated from P. elatior root extract and
evaluated for antimicrobial activity. The P. elatior root lectin (PeRoL) showed native molecular mass of 33 kDa, pl
3.8 and is comprised of two subunits of 15 kDa linked by disulfide bonds. No sequence similarities with
Viridiplantae proteins were observed. The PeRoL hemagglutinating activity (HA) was not affected by heating
and was detected in a pH ranging from 4.0 to 8.0. Trehalose was identified as an endogenous inhibitor of
PeRoL present in the roots. Bacteriostatic activity was detected against Enterococcus faecalis, Pseudomonas
aeruginosa and Staphylococcus aureus (minimal inhibitory concentration of 8.1, 32.5 and 4.06 pg/mL, respec-
tively). PeRoL induced the death of Candida albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei, and Candida tropicalis
cells, with a minimal fungicidal concentration of 16 pg/mL. The lectin (100 pug/mL) was not cytotoxic to human
peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) and did not show hemolytic activity. In conclusion, the roots of

P. elatior contain a trehalose-binding, thermostable, and antimicrobial lectin.

© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The Brazilian semiarid region (Caatinga) contains several plants
used for medicinal purposes and that have pharmacological potential.
Caatinga is a tropical savanna-like and dry forest that covers
>800,000 km? in northeast Brazil [1]. It contains the largest amount of
tropical semiarid vegetation in South America with more than 300 en-
demic plant species [2]. The identification of bioactive compounds in
Caatinga plants can promote biotechnological development and stimu-
late conservation of this region [3].

The Portulaca genus includes about 120 species, among which Portu-
laca oleraceae highlights due to its neuropharmacological (anti-convul-
sant and antinociceptive effects) action as well as antioxidant activity
and nutritional potential [4-6]. Thirteen species have been reported in

* Corresponding authors.
E-mail addresses: thiagohn86@yahoo.com.br (T.H. Napoledo),
ppaivaufpe@yahoo.com.br (P.M.G. Paiva).

https://doi.org/10.1016/j.ijbiomac.2018.12.188
0141-8130/© 2018 Elsevier B.V. All rights reserved.

Brazil [7] and, among the species of this genus described in Caatinga,
Portulaca elatior Mart. ex Rohrb has not been the subject of any pub-
lished biotechnological studies.

Lectins are carbohydrate-binding proteins that interact in a revers-
ible way with mono-, oligo-, and polysaccharides with high specificity
[8]. This class of proteins is widely found in plants and includes mole-
cules with diverse structures and many biological properties [8,9].
Some lectins can be biotechnologically applied in drug-development re-
search and as insecticidal agents [8,10]. It has been also reported that
lectins have anti-inflammatory [11], antimicrobial [ 12], and antitumoral
[13] activities.

The antibacterial activity of lectins has been attributed to their inter-
action with glycans found at the bacterial cell wall (e.g., teichoic and
teichuronic acids, peptidoglycan, and lipopolysaccharide) [14]. In addi-
tion, antibacterial lectins can promote protein leakage and formation
of pores in the cell wall [15,16]. The antifungal activity of lectins can re-
sult from interaction with chitin, c-mannan, and [3-glucan present in
the cell walls, which can lead to growth inhibition, cell wall disruption,
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reduced absorption of nutrients, and interference with spore germina-
tion [12,17,18].

This work aimed to isolate and characterize a lectin (called PeRoL)
from a saline extract of P. elatior roots as well as evaluate its antimicro-
bial activity. In addition, the toxicity of PeRoL to peripheral blood mono-
nuclear cells (PBMCs) and its hemolytic activity were evaluated. The
study is the first reporting a bioactive protein from P. elatior.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

Ammonium sulfate was purchased from Neon Comercial (Sdo Paulo,
Brazil). Calcium chloride, chloridric acid, magnesium chloride, sodium
chloride, sodium hydroxide and sulfuric acid were purchased
from Vetec (Rio de Janeiro, Brazil). Acetic acid was purchased from
Quimica Moderna (Recife, Brazil). N-acetyl-p-glucosamine, bis (8-
anilinonaphthalene-1-sulfonate) [bis-ANS], bovine serum albumin, ca-
sein, chitin from shrimp shells, chitosan, citric acid, Coomassie Brilliant
Blue R-250, culture media, 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyl
tetrazolium bromide (MTT), dinitrosalicylic acid, fetuin, Folin phenol re-
agent, p-galactose, p-glucose, glutaraldehyde, glycerol, glycine, inulin, -
mannose, >-mercaptoethanol, molecular mass markers, ovalbumin, po-
tassium phosphate, p-ribose, sodium dodecyl sulfate (SDS), sodium
phosphate, thyroglobulin, trehalase from porcine kidney, p-trehalose,
Tris, Triton X-100, and xylan were purchased from Sigma-Aldrich (St.
Louis, MO, USA). Trypsin for protein mass spectrometry was purchased
from Promega Corporation (Madison, WI, USA). Bromophenol blue,
CHAPS, Ficoll-Hypaque, and IPG buffer were purchased from GE
Healthcare Life Sciences (Sweden).

2.2. Preparation of extracts

P. elatior specimens were collected in Aroeiras (Paraiba, Brazil) with
authorization (no. 38690) from the Instituto Chico Mendes de
Conservagdo da Biodiversidade of the Brazilian Ministry of Environment.
The access was recorded (A52425E) in the Sistema Nacional de Gestdo do
Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen).
The roots were separated and dried in an incubator (56 °C) for 5 days.
The dried material was milled using a blender, and the root powder
was suspended in 0.15 M NaCl in a proportion of 1:10 (w/v). After stir-
ring for 6 h at 28 °C, the extract was obtained by filtration through filter
paper and centrifugation (9000g; 15 min, 4 °C).

2.3. Measurement of protein concentration and hemagglutinating activity
(HA)

The concentration of proteins was estimated according to Lowry
et al. [19] using a standard curve (31.25 to 500 pg/mL) of bovine
serum albumin. The HA was investigated according to Paiva and Coelho
[20] in V-bottomed 96-well microplates. The sample (50 pL) was two-
fold serially diluted in 0.15 M NaCl and then it was added 50 L of a sus-
pension (2.5% v/v) of rabbit erythrocytes treated with glutaraldehyde
[21]in each well. The plate was incubated at 27 °C for 45 min. In the con-
trol, the erythrocyte suspension was incubated in absence of a sample.
The HA was expressed as the reciprocal (titer ') of the highest dilution
of sample able to promote agglutination. Specific HA (SHA) was calcu-
lated by the ratio between the hemagglutinating activity and the pro-
tein concentration (mg/mL).

2.4. Isolation of PeRoL

The root extract was precipitated with ammonium sulfate at differ-
ent saturations, but neither the precipitates nor the supernatants pre-
sented HA. Then, the extract (2 mL; 10.26 mg of protein) was loaded
onto a chitin column (7.5 x 1.5 cm) previously equilibrated

(0.3 mL/min) with 0.15 M NaCl. The unadsorbed proteins were re-
moved with 0.15 M NaCl. Next, 1.0 M acetic acid was passed through
the column to elute the absorbed proteins. The eluted fractions with ab-
sorbance higher than 0.1 were pooled (PeRoL) and dialyzed against
0.15 M NaCl during 8 h (one liquid change each 2 h).

2.5. Lectin characterization

2.5.1. Determination of native molecular mass

PeRoL (2 mL; 1 mg of protein) was submitted to gel filtration chro-
matography on a HiPrep 16/60 Sephacryl S-100 HR column coupled to
the AKTAprime plus system (GE Healthcare Life Sciences, Sweden).
The chromatography was performed using 0.15 M NaCl at a flow rate
of 0.5 mL/min. The fractions collected (3.0 mL) were monitored for ab-
sorbance at 280 nm. The relative molecular mass of PeRoL was calcu-
lated by comparing its migration time with those of the marker
proteins: bovine serum albumin (66 kDa), ovalbumin (45 kDa), and ly-
sozyme (14 kDa).

2.5.2. Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

PeRoL (100 pg) was submitted to SDS-PAGE under non-reducing or
reducing (treatment with [3-mercaptoethanol) conditions, according to
Laemmli [22]. Polypeptide bands of PeRoL and molecular mass stan-
dards (phosphorylase b, 97 kDa; bovine albumin, 66 kDa; ovalbumin,
45 kDa; bovine carbonic anhydrase, 29 kDa; soybean trypsin inhibitor,
20.1 kDa; a-lactalbumin, 14.4 kDa) were stained with 0.02% (w/v)
Coomassie Brilliant Blue R-250 in 10% acetic acid.

2.5.3. Mass spectrometry

The PeRoL polypeptide band obtained by SDS-PAGE under non-
reducing conditions was excised from the gel and submitted to discolor-
ation, drying, and tryptic digestion as described by Lima et al. [23]. The
peptides were analyzed using a Q-TOF spectrometer (Waters, Milford,
USA), and the spectra obtained were compared with those present in
NCBInr database using the MASCOT software search engine.

2.5.4. Isoelectric focusing

The isoelectric point of the PeRoL was determined with the isoelec-
tric focusing technique using the IPGPhor 11l system (GE Healthcare Life
Sciences, Sweden) according to the manufacturer's instructions. PeRoL
(200 pg) was solubilized in rehydration buffer (2% [w/v] CHAPS, 1% [v/
v] IPG buffer pH 3-10, 0.002% [w/v] bromophenol blue), and taken
into IPG strips. After running, the strip was stained with 0.2% (w/v)
Coomassie Blue R-250 in 40% (v/v) ethanol and 10% (v/v) acetic acid
for 3 h. The analysis was performed using the ImageMaster software
(GE Healthcare Life Sciences, Sweden).

2.5.5. Determination of carbohydrate-binding specificity

The carbohydrate-binding specificity of PeRoL was determined by an
HA inhibition assay, replacing the 0.15 M NaCl by solutions of glycidic
molecules. The assays used the carbohydrates (0.2 M) p-galactose, b-
mannose, b-glucose, p-trehalose, N-acetyl-p-glucosamine, p-ribose,
xylan, chitosan, and inulin and the glycoproteins (500 pg/mL) fetuin, ca-
sein, ovalbumin, and thyroglobulin. After dilution of the sample in the
glycidic solutions, the assay was incubated for 15 min before the addi-
tion of rabbit erythrocyte suspension.

2.5.6. Determination of effects of pH, temperature and ions on PeRoL HA and
conformation

The thermal stability of PeRoL HA was evaluated by incubating the
lectin at different temperatures (30-100 °C in water bath and 121 °C
in autoclave) for 30 min prior to the assay. The effect of pH on HA was
determined using lectin samples previously incubated for 15 min in
the following solutions: 10 mM glycine-HCl pH 4; 10 mM citrate phos-
phate buffer, pH 5 and 6; 10 mM sodium phosphate pH 7; 10 mM Tris-
HCl, pH 8,9 and 10; and NaOH pH 11 and 12. The HA of PeRoL was also
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determined in presence of divalent ions (Ca?™ and Mg?™). For this, the
Nacl solution was replaced by 10 mM CaCl, or MgCl, solutions.

The conformation of PeRoL at different temperatures and pH values
was evaluated by fluorometric analysis. The extrinsic fluorescence of the
probe bis-ANS incubated with PeRoL was recorded using a FP-6300
spectrofluorometer (Jasco Corp., Japan). Lectin samples (1 uM) that
were either not heated or heated at 100 °C (30 min) in distilled water
as well as samples incubated for 24 h at pH 4.0 or 12.0 were incubated
with 50-fold molar excess of bis-ANS. The fluorescence was evaluated
using an exciting wavelength of 360 nm, and the emission spectra
were recorded in the range from 400 to 600 nm.

2.6. Endogenous inhibitor investigation

Total carbohydrate content in the root extract was determined by
the phenol-sulfuric acid method [24]. Reducing sugars were determined
by the dinitrosalicylic acid method [25]. PeRoL HA was performed in
presence of the root extract in order to evaluate the presence of an en-
dogenous inhibitor. For this, an HA assay was performed as described
in the previous section, replacing the NaCl solution by the root extract
(5.1 mg/mL of protein and 9.8 mg/mL of carbohydrates).

The root extract (50 pL) was also incubated (60, 90, 120, 150 or
180 min at 37 °C) with 30 L of 1.0 mg/mL trehalase from porcine kid-
ney (Sigma-Aldrich, USA) in 50% (v/v) glycerol containing 1% (v/v) Tri-
ton X-100 and 25 mM potassium phosphate. After this, the HA from the
treated extract was determined as previously described. A control assay
was performed by incubating the root extract (50 pL) with the buffering
solution without enzyme (30 pL) under the same conditions. Another
control was performed by incubating the erythrocyte suspension (50
pL) with the enzyme solution (50 pL).

In addition, the concentration of trehalose in root extract after and
before treatments with the enzyme was determined based on a curve
established by high-performance liquid chromatography (HPLC) of
this disaccharide at different concentrations. p-Trehalose (Sigma-Al-
drich, USA) solutions (1.16-10.7 mg/mL) or root extract (untreated
and treated with enzyme) was loaded (20 pL) onto an Aminex HPX-
87H ion exclusion column (300 mm x 7.8 mm L.D., Bio-Rad, Hercules,
CA, USA) coupled to a liquid chromatography system (Hewlett Packard
Agilent Technologies—1200 Series) with a G1212A binary pump and a
refractive-index detector G1362A detector (Agilent) at 210 nm. The
mobile phase was composed by 5.0 mM sulfuric acid at a flow rate of
0.6 mL/min and the column temperature was maintained at 35 °C. The
running time was 20 min.

2.7. Antimicrobial assay

Gram-positive (Enterococcus faecalis WDCM 00117, Staphylococcus
aureus WDCM 00032) and Gram-negative (Pseudomonas aeruginosa
WDCM 00025, Escherichia coli WDCM 00013) bacteria were provided
by the Departamento de Antibiéticos of the Universidade Federal de Per-
nambuco (UFPE). Yeasts (Candida albicans URM-7098, Candida tropicalis
URM-7092, Candida krusei URM-6391, Candida pelliculosa URM-6284
and Candida parapsilosis URM-7087) were provided by the collection
University Recife Mycologia (URM) from the Departamento de Micologia
of UFPE. The microorganisms were cultured in Nutrient Broth at 37 °C
(bacteria) or Sabouraud-Dextrose at 28 °C (yeasts) for 16 h, under shak-
ing. The culture concentrations were adjusted turbidimetrically
(600 nm) to 10° colony-forming units (CFU) for use in assays to deter-
mine the minimal inhibitory (MIC), bactericidal (MBC) and fungicidal
(MFC) concentrations.

In a 96-microplate row, the sample (PeRoL in 0.15 M NaCl; 80 pL)
was two-fold serially diluted from the third well in the culture medium.
In the first well, only 100 pL of the culture medium was added as a ste-
rility control. In the second well, the culture medium diluted 1:1 with
0.15 M NaCl was added as a 100% growth control. Next, 20 pL of the mi-
crobial suspension was added to each well, and the optical density (OD)

at 600 nm was determined. After incubation at 37 °C (bacteria) or 28 °C
(fungi) for 24 h, the OD was read again. The assays were performed in
triplicate. The MIC corresponded to the lowest concentration of the
sample that promoted a reduction greater than or equal to 50% in OD
in comparison with the 100% growth control [26].

To determine the MBC or MFC, inoculations (10 pL) from wells cor-
responding to concentrations greater than or equal to the MIC were
transferred to Nutrient Agar (bacteria) or Sabouraud Dextrose Agar
(yeasts) plates, which were incubated at 37 °C or 28 °C for 24 h. The
MBC or MFC corresponded to the lowest concentration able to reduce
the viability of initial inoculum by 99.9%.

2.8. Cytotoxicity assay

Peripheral blood mononuclear cells (PBMCs) were obtained from
heparinized blood from healthy and non-smoking donors (n = 3)
who had not taken any drugs for at least 15 days before the sample col-
lection. All donors signed an informed consent form, and the study was
approved by the Human Research Ethics Committee of UFPE (process
1.285.288). The PBMCs were isolated using a standard method of
density-gradient centrifugation over Ficoll-Hypaque. Cells were
counted in a Neubauer chamber, and viability was determined by the
trypan blue exclusion method. Cells were only used in the assays
when viability was higher than 98%.

In each assay, the PBMCs (1 x 10° cells/mL) were plated in 96-well
microtiter plates and, after 24 h, PeRoL (in 0.15 M NaCl) was added to
different wells in order to obtain the concentrations 10 and 100
pg/mL. After incubation (48 h at 37 °C), 100 pL of MTT solution
(5.0 mg/mL) was added to each well, and the cell viability was deter-
mined by assessing the ability of the viable cells to reduce the yellow
tetrazolium to a blue formazan product. After 3 h, the formazan was dis-
solved in 20% (w/v) SDS, and absorbance at 570 nm was measured using
a multi-plate reader. The assays were performed in triplicate in three in-
dependent experiments.

2.9. Hemolytic assay

The assay was performed according to Braga et al. [27], with some
modifications, in 96-well microplates. Each well received 100 pL of a
0.85% NaCl solution containing 10 mM CaCl,. A sample (100 pL) of
PeRoL was added to the first well of a microplate row, from which 100
pL were transferred to the second well to perform a serial dilution
(final concentrations ranging from 0.78 to 100 pg/mLin saline solution).
Next, 100 pL of a 2% (v/v) suspension of human erythrocytes in saline
solution containing 10 mM CaCl, was added. In negative controls, 100
L of saline solution plus 100 pL of erythrocyte suspension were plated.
The positive control (to obtain 100% hemolysis) contained 80 L of sa-
line solution plus 20 pL of 0.1% Triton X-100 in saline. After centrifuga-
tion for 1 h followed by incubation for 1 h at 27 °C, the supernatant
was discarded, and the released hemoglobin was measured by absor-
bance at 450 nm. Three independent experiments were performed in
triplicate. The assay was approved by the Human Research Ethics Com-
mittee of UFPE (2.478.480).

2.10. Statistical analysis

The data are expressed as the mean or the percent mean + standard
deviation (SD), and statistical differences were determined using
Tukey's test; a p value <0.05 was considered to indicate statistically sig-
nificant differences between groups.

3. Results and discussion
Root extract from P. elatior showed 5.13 mg/mL of proteins and a

specific HA of 1.55. A low activity can be due to a low lectin concentra-
tion or the presence of endogenous molecules able to inhibit the
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Table 2
Peptide matches and respective amino acid sequences from PeRoL after in gel digestion
with trypsin.
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Fig. 1. Purification of Portulaca elatior root lectin (PeRoL). (A) Chromatography of root
extract (10.3 mg of protein) onto a chitin column. The washing step used 0.15 M NaCl.
PeRoL was eluted using 1.0 M acetic acid. Fractions of 2.0 mL were collected and
evaluated for absorbance at 280 nm and hemagglutinating activity (HA). The insets
show the profile of PeRoL on SDS-PAGE (12%, w/v) under non-reducing (1) and
reducing (2) conditions and on isoelectric focusing (3). The gels were stained with
Coomassie Blue. (B) Gel filtration chromatography of PeRoL on a Hiprep Sephacryl S-
100HR column coupled to AKTAprime system. The relative molecular mass was
calculated by comparison with the migration of molecular mass markers.

agglutinating ability of the lectins present in the extract. The root extract
was chromatographed on a chitin column (Fig. 1A) to purify the lectin.
The non-absorbed fractions did not show HA, while the pool of fractions
eluted with 1.0 M acetic acid showed a specific HA of 34,133, resulting in
a high purification factor (Table 1). This peak was determined to be
PeRoL, and the remarkable increase of SHA is indicative of the presence
of endogenous inhibitor(s) in the extract.

Gel filtration chromatography revealed a native molecular mass of
ca. 33 kDa for PeRoL (Fig. 1B). Polypeptide bands of ca. 32 and 15 kDa
were detected by SDS-PAGE of PeRoL under non-reducing and reducing
conditions, respectively (Fig. 1A, insets 1 and 2). This result revealed
that PeRoL is a dimeric protein with subunits linked by disulfide bridges.
PeRoL showed an acidic nature as indicated by the isoelectric point of
3.8 (Fig. 1A, inset 3). Tryptic digestion of PeRoL resulted in peptides
matches (Table 2) not assigned to Viridiplantae proteins in the
database.

Table 1
Summary of the purification of Portulaca elatior root lectin (PeRoL).

Sample Protein (mg/mL) HA SHA Purification factor
Root extract 5.13 £ 0.51 8+00 1.55 1.0
PeRoL 0.12 £ 0.06 4096 +£0.0 34,133 22,021

HA: hemagglutinating activity. SHA: specific HA. Purification factor was calculated by the
ratio between the SHA of the lectin and the SHA of the extract.

Mr (Da) Peptide sequence

839.4848 GIGFYKR

865.4722 AVASYAER

869.5472 VVAELSPR

898.5362 GVATVSLPR

912.5516 GLDGVSIPR

930.4394 RMDGAEPR

1030.5054 ASDVNLLSGR

1043.5094 MKGEYGDTK + oxidation (M)
1089.5560 TGLIEWEDK

1089.5802 MEEMILHR + 2 oxidation (M)
1214.5942 AKGLDYVYMR

1235.7592 VVGKLGQILGPR

1238.6654 QAFGQGFSGGKR

1243.7212 ELPVVGGTGIFR

1264.6920 QKSFSPMVWR

1295.6948 AGITVFGFTLDR

1300.7442 LVALVRTYNPR

1313.7034 NVGTEEFLSYR

1323.7410 RLGYEISAMIR + oxidation (M)
1327.6918 IPAICNLQPMR + oxidation (M)
1330.5872 IGDFLDYGFER

1331.7180 EIFEEMLLHR + oxidation (M)
1346.6824 SSSKTKPFRPGR

1352.7146 GFAKEIGFDITR

1420.7874 FPPKEVDYLWK

1465.6022 LGALMNETQASCR + oxidation (M)
1502.7818 TGGLTRGDILYLPK

1768.8526 HVDALEEAIGAKLFTR
1839.8974 SSSASKMLDPDIYAAIR + oxidation (M)
1896.9260 TTFENEVRGSLSPFASR

The HA inhibition assay using carbohydrates and glycoproteins was
carried out to confirm that the agent responsible for agglutination is a
lectin as well as to establish the carbohydrate specificity of the lectin
[8]. Table 3 shows the results of the inhibition assay, evidencing that tre-
halose was the best inhibitor of PeRoL HA. Galactose, glucose, mannose
and N-acetylglucosamine also inhibited the agglutination. Among the
glycoproteins, the HA of PeRoL was mainly inhibited by thyroglobulin
and fetuin. The polysaccharides chitosan, inulin, and xylan did not inter-
fere with HA.

Some lectins are specialized in recognize only one type of sugar but
other can be able to recognize monosaccharides, disaccharides, oligo-
saccharides and polysaccharides; in this case, the affinity for each

Table 3
Hemagglutinating activity (HA) of PeRoL in presence of carbohydrates and glycoproteins.
Carbohydrates/glycoproteins Specific HA of PeRoL
Monosaccharides (200 mM)
Galactose (Gal) 8533 + 0.0
Glucose (Glc) 8533 4+ 0.0
Mannose (Man) 8533 + 0.0
N-acetyl-glucosamine (GIcNAc) 17,066 + 0.0
Ribose (Rib) 34,133 + 0.0
Disaccharide (200 mM)
Trehalose 266 £+ 0.0
Polysaccharides (0.5 mg/mL)
Chitosan 34,133 £ 0.0
Inulin 34,133 + 0.0
Xylan 34,133 £ 0.0
Glycoproteins (0.5 mg/mL)
Casein 17,066 + 0.0
Fetuin 2133 £ 0.0
Ovalbumin 8533 + 0.0
Thyroglobulin 533 £ 0.0

Specific HA of PeRoL in 0.15 M NaCl: 34,133. Trehalose: Glc(a1l — 1a)Glc. Chitosan:
deacetylated chitin [a GIcNAc(31 — 4)GIcNAc polymer]. Inulin: Fru(32 — 1)Fru polymer
with chain-terminating glucosyl moieties. Xylan: Xyl(31 — 4)Xyl polymer plus 4-0-
methyl glucuronic acid side chains. Fru: fructose. Xyl: xylose.
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sugar type is different. Our data show that the carbohydrate-binding
sites of PeRoL preferentially bind to monosaccharides and short sugar
chains, probably due to geometric and steric issues. The fact that chito-
san, inulin and xylan were not able to inhibit the HA of PeRoL demon-
strates that this lectin had a higher affinity for the oligosaccharides
present in the erythrocyte membrane than for these polysaccharides.
However, it cannot be said that this lectin is unable to recognize long
and complex chains of sugars since it was able to bind chitin.

Other trehalose-binding lectins showed sugar specificity similar to
that of PeRoL. The lectins from Canavalia virosa seeds and salt-stressed
rice (Oryza sativa) plants showed high specificity for mannose and tre-
halose and were also able to bind glycan moieties of fetuin and thyro-
globulin [28,29]. The C. virosa lectin also had its HA inhibited by N-
acetylglucosamine in an extension lower than trehalose. To our knowl-
edge, there is no other report of a lectin with higher affinity for trehalose
and that was also able to bind chitin. The reasons for this characteristic
of PeRoL need to be clarified in future studies but it can be suggested
that the adsorption to chitin matrix may be related with the fact that
PeRoL HA was inhibited by N-acetylglucosamine.

The expressive purification factor of PeRoL could indicate that the
chromatographic process was efficient to eliminate endogenous inhibi-
tor(s) present in the root extract. Aiming to investigate this hypothesis,
the effect of extract on PeRoL HA was determined. The root extract (con-
taining 9.8 mg/mL of total carbohydrates and 1.5 mg/mL of reducing
sugars) was able to reduce the HA of PeRoL from 4096 to 4. This
datum revealed that the root extract probably contained carbohydrates
able to occupy the PeRoL binding sites and prevent the interaction with
erythrocytes. The extract was then subjected to HPLC, and the chro-
matographic profile was compared with that from trehalose, which
was the best inhibitor of PeRoL HA. The retention time of the peak de-
tected in the chromatographic profile of trehalose corresponded to
that of the main peak of root extract; thus, this carbohydrate was prob-
ably an endogenous inhibitor of PeRoL HA.

In order to evaluate whether trehalose (the best inhibitor) would
correspond to the endogenous inhibitor, the root extract was treated
with trehalase before the HA assay. The HA of the extract increased
from 8 to 256 (Fig. 2A). The erythrocytes incubated only with the en-
zyme (control 2) showed normal precipitation, indicating that the en-
zyme solution did not interfere with the assay. The trehalose
concentration in the extract progressively decreased from 8.05 (no
treatment) to 6.4 mg/mL during the 180-min treatment with the en-
zyme (Fig. 2B).

Protein structure is influenced by environmental factors, such as pH
and temperature. The HA and conformational stability of PeRoL was in-
vestigated after incubation at different temperatures and pH values. The
thermal stability assay indicated that PeRoL HA was resistant to heating
even at 121 °C for 30 min (Fig. 3A). This result can be linked to the pres-
ence of disulfide bonds similar to those reported for other heat-stable

A300-

250 -

200 -
< 4
T 150

100 -

50 4

0 T
50

100 150 200

Time (min)

ve)

Trehalose (mg/mL)

144

295

plant lectins, such as those isolated from seeds of Apuleia leiocarpa, Bau-
hinia forficata and Moringa oleifera seeds [30-32]. Conformational
changes were investigated using the bis-ANS probe that binds to hydro-
phobic pockets and emits fluorescence only when protected from a
water environment. The bis-ANS fluorescence emission was higher in
lectin heated at 100 °C, in comparison with unheated protein, and the
maximum emission wavelength was slightly shifted after heating
(Fig. 3B). This result reveals the presence of hydrophobic clusters in
PeRoL, suggest that heating may have led to higher closure of the pro-
tein structures, and shows that heating did not result in denaturation
accompanied by unfolding.

Fig. 3C shows that PeRoL HA was stable in acidic and slightly alkaline
(pH 4.0-8.0) media, but the lectin was inactive in the alkaline pH range
(9.0-12.0). The bis-ANS fluorescence in presence of PeRoL was about
three times lower in acidic environment than in alkaline medium, al-
though there was no shift of the maximum wavelength (Fig. 3D).
These data reveal that the absence of HA at pH 12.0 was not associated
with PeRoL unfolding while the higher exposure of hydrophobic
pockets to water at pH 5.0 was not a factor that prevented the ability
of PeRoL to bind carbohydrates from the erythrocyte surface. Both the
activity and stability of macromolecules may be affected by pH changes.
However, the pH for maximum stability may not be the same as that for
maximum activity since only pH for activity is under evolutionary pres-
sure [33]. The assays in presence of divalent cations showed that Ca**
and Mn?* did not affect the PeRoL HA.

PeRoL showed bacteriostatic activity against Enterococcus faecalis,
Pseudomonas aeruginosa and Staphylococcus aureus, but it did not inhibit
the growth of Escherichia coli (Table 4). Bactericidal effect was not de-
tected. Bacteriostatic agents may act through inhibition of cell wall syn-
thesis, cell membrane function, protein synthesis, and nucleic acid
synthesis [34]. All of these events may be triggered by lectin binding
to glycosylated receptors at the bacterial surface.

The lectin showed fungicidal activity against Candida albicans, Candida
parapsilosis, Candida krusei and Candida tropicalis (Table 4). PeRoL was
more efficient than the lectins from Archidendron jiringa seeds (MIC:
56.7 pg/mL) and Curcuma longa rhizome (MIC: 46 pg/mL) [35,36]. Studies
suggest that lectins can act on the surface of the cell wall of fungi, chang-
ing its structure and its permeability [17,37]. The lectin from Calliandra
surinamensis leaf pinnulae promoted alterations in cell morphology and
damage to cell wall of Candida krusei [38]. The lectin from Punica
granatum sarcotesta showed antifungal activity on Candida albicans and
Candida krusei by inducing oxidative stress and energetic collapse as
well as damaging the cell wall [12]. In addition, a chitin-binding protein
from Moringa oleifera seeds increased the cell membrane perme-
abilization and reactive oxygen species production in C. albicans [39].

PeRoL did not affect PBMCs viability at the tested concentrations of
10 and 100 pg/mL (Fig. 4A). This result is similar to that for the lectins
isolated from C. surinamensis leaf pinnulae [38] and the Microgramma
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Fig. 2. Investigation of endogenous inhibitor in P. elatior root extract. Hemagglutinating activity, HA (A), and trehalose concentration (B) of root extract were determined before and after

treatment with trehalase for different periods (60, 90, 120, 150 and 180 min).
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Fig. 3. Effects of heating (A and B) and incubation at different pH values (Cand D) on PeRoL hemagglutinating activity, HA (A and C), and conformation (B and D) of PeRoL. Conformational

changes were investigated by monitoring the fluorescence spectra of the probe bis-ANS in presence of the lectin samples.

vacciniifolia rhizome lectin [40]. The toxicity of PeRoL was also investi-
gated by hemolytic assay using human erythrocytes. Maximum per-
centage of hemolysis caused by PeRoL was 5.18 + 0.73% (Fig. 4B), A 100+
which indicates low hemolytic activity [27]. 804

4. Conclusion

The roots of P. elatior contain a thermostable and acidic lectin with

Viability (%)
3

bacteriostatic, fungistatic, and fungicidal properties against human patho- 404
gens and no cytotoxic or hemolytic activity against human healthy cells. 20-
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Table 4
Antimicrobial activity of Portulaca elatior root lectin (PeRoL). =
X
Microorganism PeRoL (pg/mL) ;’
MIC MBC/MFC -
- )
Bacteria £
Enterococcus faecalis 8.12 ND i’
Pseudomonas aeruginosa 4.06 ND
Staphylococcus aureus 325 ND
Escherichia coli ND ND
Fungi
Candida albicans 16.0 16.0
Candida parapsilosis 16.0 16.0 Control ;":83 10 %0 a g8 2 P O
Candida krusei 16.0 16.0 PeRoL (pg/mL)
Candida tropicalis 16.0 16.0
MIC: minimal inhibitory concentration. MBC: minimal bactericidal concentration. MFC: Fig. 4. Evaluation of cytotoxicity (A) and hemolytic activity (B) of PeRoL on human

minimal fungicidal concentration. ND: not detected. peripheral blood mononuclear cells and erythrocytes, respectively.
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