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RESUMO 

Plantas contêm lectinas e metabólitos secundários capazes de induzir respostas 

biológicas em células de plantas e animais. Portulaca elatior é uma planta da 

Caatinga que ainda não teve sua composição química e potencial biotecnológico 

amplamente estudados. Na presente tese, extratos orgânicos de caule e folhas 

foram avaliados quanto à composição química e suas propriedades antioxidantes, 

analisadas in vitro pelos ensaios de DPPH, ABTS e fosfomolibdênio, e citotóxicas 

frente a contra células humanas saudáveis e células leucêmicas. 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 susceptíveis e resistentes a diversos antibióticos, além de analisar 

os mecanismos de ação envolvidos nas atividades antimicrobianas e a citotoxicidade 

da lectina. A presença de metabólitos secundários foi determinada por 

cromatografias líquidas de camada fina e de alta performance. Flavonoides e 

derivados cinâmicos foram constituintes majoritários dos extratos orgânicos 

apresentando uma atividade antioxidante significativa. Os extratos orgânicos 

testados apresentaram efeitos antiproliferativos frente a células de K562, MOLT-4 e 

HL-60, tendo seu IC50 variando de 5,13 a 9,66 µg/mL; não foram citotóxicos nem 

hemolíticos frente a células humanas saudáveis. 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 não foi afetada por elevadas temperaturas e se 

apresentou estável na faixa de pH ácida. O dissacarídeo trealose foi identificado 

como o inibidor endógeno de PeRoL, presente nas raízes da planta. PeRoL 

apresentou atividade bacteriostática contra Enterococcus faecalis, Pseudomonas 

aeruginosa e Staphylococcus aureus (concentração mínima inibitória de 8.1, 32.5 e 

4.06 μg/mL, respectivamente); apresentou atividade bactericida contra três cepas de 

S. aureus (susceptível, resistente a oxacilina e resistente a meticilina) (concentração 

mínima bactericida de 20, 40 e 40 μg/mL, respectivamente). Adicionalmente, foi 

detectado efeito sinérgico da lectina com cefuroxima e cefoxitina, contra as cepas 

resistentes de S. aureus, sem alterar a expressão dos fatores de virulência 

investigados. PeRoL não foi capaz de inibir a ação hemolítica de S. aureus, 

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



 
 

A atividade bactericida da proteína também foi detectada contra Klebsiella 

pneumoniae resistente a polimixina (16 μg/mL), porém não causou alterações 

morfométricas nas células. PeRoL induziu a morte de Candida tropicalis, Candida 

parapsilosis, Candida albicans e Candida krusei com uma concentração mínima 

fungicida de 16 μg/mL; Para C. albicans e C. krusei a lectina inibiu a formação de 

biofilme, além de se ligar a glicanos presentes na parede celular fúngica. A lectina foi 

capaz de inibir o crescimento de todos os microrganismos testados ainda nas 

primeiras horas de incubação, além de não ser citotóxica e nem hemolítica para 

células humanas saudáveis. Em conclusão, folhas e caule de P. elatior contêm 

extratos orgânicos com uma ótima atividade antioxidante e antitumoral. As raízes de 

P. elatior contêm uma lectina ligante de trealose, termoestável 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 IC50 ranging from 5.13 to 9.66 µg/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 

μg/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 μg / 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 μg/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 μg/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 INTRODUÇÃO 

A rica biodiversidade brasileira inclui inúmeras plantas com potencial 

farmacológico e que vêm sendo utilizadas pela população no controle de diversas 

doenças (MENEGUELLI et al., 2017). O semiárido brasileiro possui uma parte 

significativa desta diversidade, principalmente na região conhecida como Caatinga 

(SANTOS et al., 2017).  

Lectinas são proteínas que ligam carboidratos ou glicoconjugados, de forma 

específica e reversível (LIMA et al., 2018). São moléculas com diversas 

propriedades biológicas e vastamente encontradas em plantas. Sharon e Lis (2004) 

afirmam que as lectinas desempenham papéis importantes no controle da 

biossíntese de glicoconjugados, imunidade inata, regulação do crescimento e 

apoptose das células e regulação do ciclo celular. Do ponto de vista biotecnológico, 

têm sido relatadas atividades antitumoral, anti-inflamatória, inseticida e 

antimicrobiana (PAIVA et al., 2011; PROCÓPIO et al., 2017; SILVA et al., 2018).  

A atividade antibacteriana das lectinas resulta da interação com ácidos 

teicoicos e teicurônicos, peptideoglicanos e lipopolissacarídeos presentes na parede 

celular bacteriana. As lectinas podem causar a formação de poros na parede celular 

promovendo a morte bacteriana pelo extravasamento do conteúdo celular (PAIVA et 

al., 2010; CARVALHO et al., 2015). A atividade antifúngica de lectinas resulta da 

interação com a parede celular de hifas, o que pode levar à redução na absorção de 

nutrientes, assim como interferir no processo de germinação de esporos (LAM & NG, 

2011; JONES, 2017). 

Os metabólitos secundários, tais como compostos fenólicos, terpenoides, 

óleos essenciais, alcaloides, entre outros, são compostos elaborados a partir de 

metabólitos primários (AL-ANI, 2015). Estes compostos estão presentes nas plantas 
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superiores e apresentam grande diversidade, podendo ser separados em 

nitrogenados (alcaloides, aminoácidos não proteicos, aminas, alcamidas, glicosídeos 

cianogênicos e glicosinolatos) e não 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 órgão da planta e o estágio 

de desenvolvimento. Muitos destes produtos por suas atividades biológicas e 

farmacológicas são usados como agentes quimioterápicos ou servem como ponto 

de partida para o desenvolvimento de novos medicamentos (SOLÁROVÁ, 2020). 

O gênero Portulaca apresenta cerca de 120 espécies, 13 delas no Brasil 

(COELHO & GIULIETTI, 2010), sendo a região Nordeste a que mais apresenta 

espécies descritas. Portulaca elatior (MART. EX ROHRB, 1872) encontrada nos 

municípios de Juazeiro e Castro Alves, Estado da Bahia, no município de 

Petrolândia, Estado do Pernambuco, no município de Aroeiras, Estado da Paraíba e 

em outros locais do semiárido nordestino (COELHO et al., 2010). 

Os resultados obtidos contemplam a purificação e caracterização 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 sobrevivência de bactérias 

e fungos de importância médica, bem como os mecanimos envolvidos na ação 

contra duas espécies de Candida e sua ação na formação de biofilme; citotoxicidade 

frente a células mononucleares do sangue periférico (PBMC’s), atividade hemolítica. 

A identificação das classes majoritárias de metabólitos secundários presentes em 

extratos orgânicos de folhas e caule de P. elatior foram avaliados quanto: atividade 

antioxidante, citotoxicidade frente a células humanas normais (PBMC’s), células 

tumorais e atividade hemolítica.  
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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, citotóxico e 

hemolítico. 

OBJETIVOS ESPECÍFICOS  

• Preparar extratos salinos de folhas, caule e raiz de P. elatior e isolar lectina a 

partir do extrato salino com maior atividade hemaglutinante específica. 

• Caracterizar a lectina isolada quanto ao ponto isoelétrico, massa molecular 

nativa, composição de subunidades, peptídeos obtidos após a digestão da 

lectina com tripsina, estabilidade da estrutura, atividade hemaglutinante frente 

a íons e diferentes valores de pH e temperatura e quanto aos glicanos 

ligantes por Microarray. 

• Investigar a lectina isolada frente as atividades hemolítica e citotóxica sobre 

células humanas normais e tumorais. 

• Investigar a lectina isolada quanto a sua atividade frente a microrganismos 

sensíveis e super-resistentes. 

• Investigar a lectina isolada quanto a sua atividade contra espécies de 

Candida. 

• Obter extratos orgânicos de folhas e caule de P. elatior. 

• Identificar metabólitos secundários presentes em extratos orgânicos de folhas, 

caule e raiz de P. elatior. 

• Investigar a atividade antioxidante dos extratos orgânicos. 

• Investigar os extratos orgânicos obtidos quanto à atividade hemolítica, 

citotóxica frente células humanas normais e tumorais.  
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2 FUNDAMENTAÇÃO TEÓRICA  

2.1 CAATINGA 

O número de espécies de plantas conhecidas no Brasil é de 

aproximadamente 46 mil. Uma parte significativa desta diversidade está contida na 

Caatinga, maior região de Floresta Sazonalmente Seca Tropical, encontrada 

exclusivamente na região semiarida do Nordeste brasileiro (FERNANDES et al., 

2018).  

A Caatinga ocupa uma área equivalente a 11% do território nacional, 

distribuida pelos estados de Alagoas, Bahia, Ceará, Maranhão, Pernambuco, 

Paraíba, Rio Grande do Norte, Piauí, Sergipe e Minas Gerais (Figura 1). É composta 

por uma grande variedade de plantas, a depender dos períodos 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; ARAÚJO, et al., 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

Fonte: ALVES et al. (2009) 

Figura 1. Distribuição Geográfica da Caatinga 
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 Estima-se que pelo menos 932 espécies já foram registradas para a região, 

sendo 380 endêmicas (MMA, 2020). A Caatinga é um tipo de formação vegetal com 

características bem definidas: árvores baixas e arbustos que, em geral, perdem as 

folhas na estação seca (espécies caducifólias). Apresenta três estratos: arbóreo (8 a 

12 metros), arbustivo (2 a 5 metros) e herbáceo (abaixo de 2 metros) (BAUER et al., 

2016). A precipitação anual média no bioma é de 590 milímetros e é fortemente 

concentrada numa estação chuvosa curta, seguida por uma estação seca marcante 

de até 10 meses (FARIAS et al., 2017). 

 Várias espécies de plantas encontradas na Caatinga apresentam atividades 

biológicas diversas, dentre elas atividade anticolinesterásica (CASTRO, 2016; DE 

LIRA TEIXEIRA, 2019), gastroprotetora (ARAÚJO DE LIMA et al., 2017), 

antioxidante (ARAÚJO et al., 2015; DE LIRA TEIXEIRA, 2019) analgésica (ARAÚJO 

et al., 2014; COSTA et al., 2020), antialérgica (ALBUQUERQUE et al., 2011), 

antiinflamatória (ALBUQUERQUE et al., 2011; ARAÚJO et al., 2015; COSTA et al., 

2020), anticoagulante (ARAÚJO et al., 2011; LUZ et al., 2019), ansiolítica (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 identificação de compostos bioativos em plantas da Caatinga contribui para 

promover o desenvolvimento biotecnológico do semiárido e valorizar a região como 

fonte de recursos para o homem, o que estimula a sua conservação (ALVES, 2007; 

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

 

2.2 PLANTAS TÓXICAS  

Entende-se por planta tóxica 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, 

são consideradas tóxicas, principalmente na pecuária (LEONG et al., 2017).  No 

Brasil, o número de plantas conhecidas e relatadas como tóxicas para ruminantes e 

equinos têm tido um aumento gradual. Em 1990, Tokarnia et al. (1990) mencionam a 

existência de 60 espécies tóxicas. Em 2000, eram conhecidas 90 espécies 

pertencentes a 52 gêneros (RIET-CORREA & MEDEIROS, 2001). Em 2004 este 

número aumentou para 113 espécies e 64 gêneros (RIET-CORREA et al., 2007); em 

2008, 122 espécies e 71 gêneros (RIET-CORREA et al., 2009), em 2012, 129 

espécies e 78 gêneros (RIET-CORREA et al., 2012) e em 2017, 131 espécies e 79 

gêneros (RIET-CORREA et al., 2017). 

São conhecidas pelo menos 38 plantas tóxicas na Região 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 número de plantas tóxicas conhecidas aumenta consideravelmente com a 

exploração de novas áreas. Um exemplo disso é o Estado da Paraíba, onde até o 

ano 2000 eram conhecidas 8 plantas tóxicas e, após a criação de um grupo de 

pesquisa em plantas tóxicas esse número aumentou para 21 (RIET-CORREA et al., 

2017). 

Dentre as diversas patologias causadas por plantas tóxicas, destacam-se os 

distúrbios gastrointestinais, pois podem causar morte súbita nos animais (PESSOA 

et al., 2013). São conhecidas, no nordeste brasileiro, atualmente, 7 espécies de 

plantas tóxicas que afetam o sistema digestivo dos ruminantes: Enterolobium 

contortisiliquum (BACHA et al., 2017), Stryphnodendron coriaceum (PUPIN et al., 

2017) e Luetzelburgia auriculata, que causam alterações digestivas com lesões 

degenerativas dos pré-estômagos 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 degeneração e necrose da mucosa dos pré-estômagos com 

pigmentação da urina e mucosa do trato digestivo (MEDEIROS et al., 2001); 

Centratherum brachylepis, que causa degeneração e necrose dos pré-estômagos 

com edema de face e garganta (OHFUJI et al., 2016); Dieffenbachia sp., que causa 

edema na língua e face (DANTAS et al., 2007) e Portulaca elatior, que ataca 

primariamente o sistema digestivo e depois o sistema nervoso dos ruminantes 

(OLIVEIRA NETO et al., 2017).  

 

2.3 FAMÍLIA PORTULACACEAE 

Com distribuição cosmopolita, a família Portulacaceae possui cerca de 30 

gêneros e 500 espécies. Os gêneros mais representativos são: 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 gêneros: Talinum e Portulaca, sendo o Portulaca com 13 

espécies.  

O gênero Portulaca apresenta plantas herbáceas, raramente arbustivas ou 

arbóreas, geralmente suculentas, de folhas simples, alternas, sub-opostas, 

verticiladas, inflorescências cimosas ou apresentando flores solitárias. Suas flores 

são bissexuadas, raramente unissexuadas, actinomorfas e monoclamídeas 

(geralmente com um par de bractéolas) (COELHO et al., 2010). 

A espécie Portulaca elatior (Figura 2) é caracterizada por apresentar hábito 

ereto, pouco comum no gênero 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 último caso quando encontrado em ambientes áridos da 
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Caatinga. As folhas se apresentam lineares e pouco suculentas (COELHO et al., 

2010). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diversas espécies do gênero Portulaca são descritas na região do semiárido 

brasileiro. P. elatior já foi relatada no Estado da Bahia, municípios de Castro Alves e 

Juazeiro, em Pernambuco no município de Petrolândia e na Paraíba no município de 

Aroeiras e de Gado Bravo (GALIZA et al., 2011; MACHADO-FILHO et al., 2012, 

RIET-CORREA et al., 2017). Como já mencionado, essa espécie foi descrita por 

Figura 2. Portulaca elatior 

Fonte: O autor. 



22 

 

produtores rurais, como causa de manifestações clínicas de perturbações 

gastrintestinais em ruminantes. Os sinais clínicos observados foram intensa 

salivação, relutância em se movimentar, tremores de lábios, marcha levemente 

incoordenada arrastando as pinças dos membros posteriores, diarreia, timpanismo, 

dor abdominal, gemidos, desidratação e berros constantes. A morte ocorria 2 a 48 

horas após o início dos sinais clínicos. (ALBUQUERQUE et al. 2007; SILVA et al. 

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

 

2.4 MICROORGANISMOS PATOGÊNICOS 

Os microrganismos patogênicos causam diversas doenças infecciosas que 

podem levar até à morte do indivíduo, seja por septicemia ou outra complicação. 

Apesar dos primeiros triunfos sobre doenças infecciosas com o desenvolvimento de 

vacinas e antibióticos, bem como o advento da penicilina, patógenos novos e 

multirresistentes estão emergindo continuamente causando infecções mais severas 

e poucos antibióticos novos têm sido inseridos na clinica (WALSH, 2020).  

O surgimento de agentes microbianos patogênicos resistentes a múltiplos 

fármacos representa um desafio de saúde pública no mundo (World Health 

Organization, 2019). A capacidade de adaptação genética frente às mudanças 

ambientais é a principal responsável pela resistência 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 

são causadas por microrganismos multirresistentes (World Health Organization, 

2019).  

Diversos fatores podem contribuir para o aumento da resistência aos 

antimicrobianos e vão desde terapias inadequadas de pacientes infectados, a 
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atrasos na iniciação da antibioticoterapia apropriada. Fatores estes que associados 

ao uso indiscriminado de fármacos favorecem o surgimento de cepas resistentes 

(BARROS et al., 2012). A resistência microbiana pode ser classificada em natural, 

quando um fármaco não tem ação sobre um determinado microrganismo devido as 

caracterias próprias a ele; e adquirida, que se desenvolve quando uma cepa se 

torna resistente a um fármaco ao qual era sensível anteriormente, ocorrendo por 

mecanismos genéticos diversos como: alteração do receptor para ação da droga, 

produção de enzimas inativadoras, via metabólica alternativa. (MOREHEAD, 2018).  

Atualmente, é imprescindível compreender os processos relacionados à 

resistência microbiana, buscar novos agentes antimicrobianos efetivos contra cepas 

multirresistentes, bem como identificar os mecanismos de ação destes novos 

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

2.4.1 Klebsiella pneumoniae 

Klebsiella é um gênero que compreende bacilos Gram-negativos, imóveis, 

anaeróbios facultativos, fermentadores de lactose e produtores de cápsula mucoide, 

pertencentes à família Enterobacteriaceae. Esse gênero é composto por algumas 

espécies, como: Klebsiella terrigena, Klebsiella oxytoca, Klebsiella planticola e 

Klebsiella pneumoniae (LI et al., 2014) sendo, a última, um patógeno oportunista 

humano, causador mais comum de infecções nosocomiais e comunitárias 

(PODSCHUN E ULLMANN, 1998), como pneumonia, infecções no trato urinário, na 

corrente sanguínea, infecções de feridas cirúrgicas, peritonite, septicemia, meningite 

(NAMRATHA et al., 2015) e abscesso hepático piogênico (LEDERMAN E CRUM, 

2005). 

Klebsiella pneumonie possui diversos fatores de virulência (Figura 3) 

envolvendo cápsula, lipopolissacarídeos (LPS), fimbrias, adesinas não-fimbriais e 
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sistemas de eliminação de ferro (sideróforos) (PACZOSA E MECSAS, 2016). Além 

disso, a patogenicidade de Klebsiella é aumentada pela sua capacidade de 

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

 

 

 

 

 

 

 

 

A capacidade da cepa clássica de K. pneumoniae (cKp) desenvolver 

resistência a múltiplas drogas, do inglês Multidrug resistant (MDR), e formar biofilme 

torna o tratamento de infecções extremamente difícil (SADEKUZZAMAN et al., 

2015). Um número 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 resistência antimicrobiana são a diminuição na 

absorção dos antibióticos (PAGÈS et al., 2008), modificação dos alvos dos 

antibióticos (SANDER et al., 2002) e inativação do antibiótico (PATERSON et al., 

2005). Contudo, novos mecanismos vêm sendo descobertos, incluindo efluxo de 

múltiplas drogas, integrons, hipermutabilidade e a transferência de plasmídeos, este 

último tem facilitado a disseminação de resistência entre as cepas (LIVERMORE, 

2003). 

Figura 3. Fatores de virulência caracterizados em Klebsiella pneumoniae. 

Adaptado de PACZOSA E MECSAS (2016) 
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A Organização Mundial de Saúde (OMS) considera a K. pneumoniae como 

uma forte ameaça à saúde 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 são as 

betalactamases de espectro estendido (ESBL), carbapenemase (KPC), 

metalobetalactamases (MBL) e betalactamases classe C (AmpC). Cepas produtoras 

dessas enzimas têm se disseminado mundialmente e são 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 resistência a praticamente todos os antibióticos 

beta-lactâmicos disponíveis incluindo os antibióticos carbapenêmicos (PACZOSA E 

MECSAS, 2016). 

As cepas produtoras de ESBLs apresentam resistência às cefalosporinas e 

aos monobactâmicos, já as cepas produtoras de KPC apresentam resistência a 

praticamente todos os antibióticos beta-lactâmicos disponíveis incluindo os 

antibióticos carbapenêmicos (PACZOSA E MECSAS, 2016). 

O aumento global no número de casos envolvendo cKp com resistência 

múltipla a cefalosporinas, monobactâmicos, beta-lactâmicos e carbapenêmicos fez 

com que a colistina (polimixina E) fosse reintroduzida no tratamento de infecções por 

este microrganismo. No entanto, casos de cepas resistentes a colistina também já 

foram reportados (OLAITAN et al., 2014; LIU et al., 2015; MACESIC, 2019). A 

colistina tem sido a última opção terapêutica para o tratamento de infecções 

causadas por K. pneumoniae produtoras de KPC. Com isto, as opções de 

tratamento para cepas resistentes estão 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". São imóveis, não esporulantes e geralmente não 

encapsuladas (LOWY, 1988; RASIGADE et al., 2014). 

S. aureus é o agente causador de várias infecções humanas, incluindo 

bacteremia, endocardite infecciosa, infecções de pele e tecidos moles (impetigo, 

foliculite, furúnculos, carbúnculos, celulite, síndrome da pele escaldada e outros), 

osteomielite, artrite séptica, infecções por dispositivos protéticos, infecções 

pulmonares (pneumonia e empiema), gastroenterite, meningite, síndrome de choque 

tóxico e infecções do trato urinário (TONG et al., 2015).  

O potencial patogênico de S. aureus está relacionado com diversos 

mecanismos para evitar a resposta imune do hospedeiro e inclui a produção de 

cápsulas antifagocítica, seqüestro de anticorpos do hospedeiro ou mascaramento de 

antígenos pela proteína A, formação de biofilme, sobrevivência intracelular e 

quimiotaxia de bloqueio de leucócitos (FOSTER, 2005; DELEO et al., 2009). 

Também apresenta diversos fatores de virulência que facilitam a fixação, interação 

célula-célula, colonização e danos teciduais (TANG et al., 2017; KONG et al., 2018). 

As cepas de Staphylococcus aureus resistente à diversas classes de 

antibiótico (MRSA) carregam um gene mecA no cromossomo bacteriano, que está 

localizado em um complexo genético móvel chamado cassete cromossômico mec 

estafilocócico ou  Staphylococcal Cassete Cromossomal mec (SCCmec), conferindo 
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resistência a vários antibióticos, dependendo do tipo de SCCmec (YAHAV et al., 

2019). O gene mec codifica a proteína PBP2a (proteína 2a de ligação à penicilina). 

PBP-2a é uma proteína de ligação à penicilina (PBP), ou enzima essencial da 

parede celular bacteriana que catalisa a produção do peptidoglicano na parede 

celular bacteriana. O PBP-2A tem uma afinidade mais baixa para se ligar a beta-

lactâmicos (e outros antibióticos derivados da penicilina) quando comparado a 

outros PBPs; portanto, o PBP-2A continua a catalisar a síntese da parede celular 

bacteriana mesmo na presença de muitos antibióticos. Como resultado, as cepas de 

S. aureus que sintetizam PBP2a tendem a ser resistentes à meticilina, nafcilina, 

oxacilina e cefalosporinas (BAIG et al., 2019; DELORME et al., 2019). 

O tratamento de pacientes com infecção causada por MRSA tem se tornado 

um desafio de saúde pública, uma vez que essas cepas são resistentes aos beta-

lactâmicos. Como alternativa aos beta-lactâmicos, o uso de glicopeptídeos, como a 

vancomicina, tem se tornado cada vez mais comum como alternativa para o 

tratamento de infecções por essas linhagens multirresistentes (GARDNER et al., 

2018). Entretanto, o uso frequente dessa classe de antibióticos tambem tem 

diminuído a sensibilidade de cepas MRSA a esta droga, em escala global (WILCOX 

et al., 2019). O antibiótico linezolida, único antibiótico da classe do oxazolidinona, 

vem sendo amplamento utilizado para cepas MRSA resistentes a vancomicina 

(PERUGINI et al., 2015). Porém, cepas MRSA resistentes a linezolida têm sido 

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

2.4.3 Candida 

O gênero Candida, pertencente à família Saccharomycetaceae, é constituído 

por 163 espécies. São fungos polimorfos e algumas espécies são responsáveis por 

causar infecções no homem através de micoses superficiais e/ou invasivas. (SILVA, 
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2002). Espécies de Candida são cosmopolitas e fazem parte da microbiota normal 

dos humanos, colonizando as mucosas do trato gastrointestinal, boca, vagina e pele. 

As espécies de maior importância médica são: Candida albicans, Candida 

parapsilosis, Candida tropicalis, Candida glabrata, Candida krusei. (TONG et al., 

2017). 

As infecções fúngicas tornaram-se cada cada vez mais comuns em ambientes 

hospitalares acometendo principalmente pacientes imunocomprometidos (LIMPER 

et al., 2017). A incidência de infecções por Candida variam de 2 a 6,7 por 1.000 

admissões hospitalares, sendo 5 a 10 vezes maiores em UTI’s que nas enfermarias 

em geral. (DAS, 2019). 

O gênero Candida é responsável por infecções superficiais e invasivas em 

diferentes sítios anatômicos. Possui patogenicidade e fatores de virulência que 

auxiliam na invasão e adesão ao epitélio e mucosa, como o dimorfismo. O 

dimorfismo compreende o crescimento leveduriforme (blastoconídeos) e forma 

filamentosa (Figura 4), intereferindo na patogenicidade uma vez que as hifas 

possuem maior capacidade de aderência e penetração em célula animal do que os 

blastoconídeos. São ainda termotolerantes e produtoras de hidrolases e de biofilme 

(HILLER, 2011). As hidrolases são essenciais na adesão, penetração tecidual e 

invasão, 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 superfície inerte ou viva, que 

constitui um modo de crescimento protegido permitindo a sobrevivência em 

ambiente hostil. Os microrganismos formadores de biofilme utilizam mecanismos 

específicos para fixação inicial a uma superfície (adesão), seguido de formação de 

microcolônia levando ao desenvolvimento da estrutura tridimensional do biofilme 

maduro. Eles diferem de suas contrapartes de vida livre (planctônicas) em sua taxa 

de crescimento, composição e aumento da resistência a antibióticos, anticorpos em 

virtude da regulação positiva e / ou negativa de seus genes (LIN et al., 2017; 

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

2.5 LECTINAS 

Lectinas são proteínas com a capacidade de reconhecer e se associar a 

carboidratos por interações de Van der Waals ou pontes de hidrogênio, de forma 

reversível e com elevada afinidade, sem, contudo, apresentarem características 

imunológicas ou promovem alteração na estrutura covalente do carboidrato (LIS & 

SHARON, 1998; CAMACHO, 2007; SILVA et al., 2010; KARNCHANATAT, 2012; 

FREIRE et al., 2015). Estas proteínas são detectadas pela sua capacidade de se 

ligar aos carboidratos da superfície de células (PAIVA et al., 1992; LAM et al., 2011; 

GEMEDE et al., 2014). 

A presença de lectinas em uma amostra pode ser detectada a partir de 

ensaios de aglutinação, sendo mais comumente utilizado o de hemaglutinação 

(Figura 5). Nesse teste, é realizada uma diluição seriada da amostra contendo 

lectina e posterior incubação com eritrócitos; a rede formada entre os eritrócitos 

constitui o fenômeno de hemaglutinação. Os eritrócitos utilizados podem ser de 
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humanos ou de animais, os quais podem ser tratados enzimaticamente (com 

tripsina, papaína, entre outras) ou quimicamente (com glutaraldeído ou formaldeído), 

aumentando ou não a sensibilidade das células à lectina (PAIVA et al., 1992; LAM et 

al., 2011). O ensaio de inibição por carboidratos se dá pela adição de um açúcar ou 

glicoproteína ao tampão NaCl 0,15M, assim é possível verificar a especificidade da 

lectina, além de confirmar a presença da lectina, uma vez que outros compostos 

como taninos e lipídeos podem interagir de modo não especifico com os eritrócitos, 

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

 

Figura 5. Esquema ilustrativo de ensaio de hemaglutinação. 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Atualmente, sabe-se que as lectinas são amplamente distribuídas na 

natureza, sendo encontradas em animais, vegetais, bactérias, fungos e vírus 

(SARTIM et al., 2017). No entanto, as primeiras lectinas foram extraídas de plantas, 

devido à facilidade de extração e ao rendimento elevado (SHARON & LIS, 1990). 

Fonte: O autor. 
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Nos vegetais, as lectinas têm sido encontradas em cerne, folhas, flores, 

sementes, cascas, raízes e rizomas (YANG et al., 2011; SANTANA et al., 2012; 

(PROCÓPIO et al, 2017). 

As lectinas, devido à suas diferenças estruturais e de especificidade, 

apresentam uma grande variedade funcional. A Figura 6 representa algumas 

funções desempenhadas pelas lectinas.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Adaptado de VASTA et al. (2012) 

 

As lectinas que se encontram no citoplasma (1) podem ser armazenadas nos 

vacúolos de reserva proteica, podem ser translocadas para o núcleo da célula (2) ou 

secretadas para o meio extracelular (3), onde funcionam como receptores de 

carboidratos de agentes patogênicos (4), estabelecem ligações 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 sinalização 

Figura 6. Representação da diversidade funcional das lectinas. 
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(apoptose, migração celular, liberação de mediadores) (7) ou promover interações 

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

2.5.1 Classificação 

As lectinas podem ser classificadas de acordo com sua estrutura, 

especificidade de ligação ao carboidrato e domínio de reconhecimento ao 

carboidrato (CRD – Carbohydrate Recognition Domain) (GODULA et al., 2018). 

Quanto à estrutura, as lectinas podem ser classificadas em quatro grupos: 

merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 7). As 

merolectinas são proteínas que contêm apenas um domínio de ligação a 

carboidratos. As hololectinas têm pelo menos dois domínios de ligação a 

carboidratos idênticos. As quimerolectinas são constituídas por um ou mais domínios 

de ligação a carboidratos incorporando outros domínios que exercem outra atividade 

biológica, sendo as hololectinas e as quimerolectinas estruturas bastante 

abundantes nas lectinas de plantas. Por fim, as superlectinas possuem pelo menos 

dois domínios de ligação a carboidratos estruturalmente diferentes 

(VANDENBORRE et al., 2011; KARNCHANATAT, 2012; FREIRE et al., 2015; 

ITAKURA et al., 2017).  

As lectinas também são classificadas de acordo com a especificidade de 

ligação ao carboidrato em seis grupos: ligadoras de glicose/manose, ligadoras de 

galactose/N-acetilgalactosamina, ligadoras de N-acetilglicosamina, ligadoras de L-

fucose, ligadoras de ácido siálico e ligadoras de glicanos complexos (PEUMANS et 

al., 1995; KARNCHANATAT, 2012; ITAKURA et al., 2017). 

A classificação CRD é atribuída em função da estrutura dos domínios que 

estabelecem e reconhecem a ligação ao carboidrato. Sendo assim, as lectinas de 

plantas são classificadas em quatro grupos: lectinas de monocotiledôneas que se 
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ligam a carboidratos α-D-manose, lectinas de domínio folhas-β, domínio homólogo à 

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). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2.5.2 Propriedades Biológicas e Aplicações 

As lectinas de plantas desempenham diversas funções fisiológicas, uma delas 

é a proteção contra agentes patogênicos externos devido a sua capacidade de 

aglutinar e imobilizar esses agentes. Para desempenhar esta função as lectinas 

estão presentes nos locais com maior potencial de invasão e tem a capacidade de 

se ligar a vários patógenos, inibindo o seu crescimento nas plantas; outra função é a 

capacidade de interagir com células animais, o que pode ser visto no contexto 

Figura 7. Representação ilustrativa da estrutura de lectinas quanto ao 
domínio de ligação a carboidrato. (A) Merolectinas; (B) Hololectinas; (C) 
Superlectinas; (D) Quimerolectinas. 

Fonte: Adaptado de Liu et al. (2010) 
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ecológico como proteção das plantas contra predadores e herbívoros. 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 são alvo de grande interesse devido as suas 

aplicações na agricultura, na biotecnologia e investigação biomédica (Tabela 1). 

Tabela 1. Atividades biológicas e aplicações das lectinas em diferentes áreas 

Atividade / aplicação Eventos envolvidos 

Inseticida Modulação da atividade enzimática com consequente 

ruptura das microvilosidades, interações entre lectina e 

receptores glicosilados do trato digestivo dos insetos. (2) 

Antibacteriana Interação com componentes da parede celular 

bacteriana. (1) 

Antifúngica Ligação às hifas, resultando na diminuição da absorção 

de nutrientes e interferência no processo de germinação 

dos esporos. (3)(4) 

Antiviral Interferência na fase inicial do ciclo de replicação do vírus 

suprimindo o crescimento. (3) 

Antitumoral Reconhecimento de células tumorais e indução de 

apoptose e necrose, estimulação mitogênica e ação 

imunomoduladora. (3) 

Biomarcador Marcadores de superfície celular. (5) 

Purificação e caracterização 

de polissacarídeos e 

glicoconjugados 

Emprego de lectinas imobilizadas em matrizes 

cromatográficas para estudos de proteoglicanos, 

glicoproteínas ou glicolípideos.(3) 

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

Recentes estudos têm 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 interação entre os carboidratos 

presentes nas células eucarióticas e patógenos. Muitos patógenos iniciam a adesão 

seguida da infecção usando carboidratos da superfície 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 resíduos de manose nas 

células hospedeiras (RABBANI et al., 2017), Neisseria gonorrhoeae se liga 

especificamente a N-acetil-lactosamina, Streptococcus pneumonia se liga a 

pentasacarídeos, tetra e trisacarídeos, enquanto Pseudomonas aeruginosa se liga 

especificamente a fucose (MUBAIWA et al., 2017).  

As bactérias possuem em suas paredes celulares ácidos teicóicos e 

teicurônicos, peptidioglicanos e lipopolissacarídeos que podem interagir com 

lectinas. A habilidade de lectinas de ligar especificamente a carboidratos permite o 

emprego dessas proteínas como sondas-diagnóstico para identificação de bactérias 

patógenas, o que se baseia na reação de aglutinação seletiva entre lectina e 

bactéria (IORDACHE et al., 2015). Diferentes padrões de aglutinação de bactérias, 

promovidas por 23 lectinas, foram analisadas e mostraram que a interação lectina-

bactéria é uma boa ferramenta para identificar rapidamente espécies de 

Mycobacterium (MAYER et al., 2018).  

Lectinas também têm sido usadas com grande sucesso na identificação de 

fungos, devido a sua alta especificidade a carboidratos presentes na parede celular 

fúngica (ZABEL & MORRELL, 1992; MONTEIRO et al., 2002). O conhecimento do 

perfil sacarídico na superfície fúngica habilita o uso de lectinas como promissoras 
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sondas celulares, que podem servir como carreadores de agentes antifúngicos que 

utilizam, como alvos específicos, os carboidratos existentes na superfície da célula 

do microrganismo (DUFRÊNE et al., 2015). 

As lectinas possuem ação antimicrobiana, o que pode levar à inibição do 

crescimento ou até mesmo à morte do microrganismo. Atividade antifúngica foi 

observada para uma lectina isolada da cianobactéria Scytonema varium que teve 

ação 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 ação 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 ação 

fungicida contra o fitopatogeno Sclerotinia sclerotiorum. Boteli et al. (2007) 

mostraram que, lectinas podem formar uma barreira na superfície da parede celular 

de Candida sp., alterando sua estrutura e permeabilidade. Efeitos indiretos 

relacionados a ligação de quitina na parede celular também estão sendo estudados 

(LATGE et al., 2007; LAM et al., 2011). 

Estudo com as lectinas extraídas 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). Procópio et al. (2017) reportou atividade bacteriostática e antibiofilme 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 extraída 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 extraída de sementes de Moringa oleifera (WSMoL) apresentou 

atividade antibacteriana, antibiofilme e antiadesiva contra Serratia marcescens e 

Bacillus sp (MOURA et al., 2017). 

Moura et al. (2015) mostraram que WSMoL 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 liberação de proteínas intracelulares para o meio 

extracelular. 

Silva et al. (2016) descreveram uma nova lectina extraída de Punica granatum 

com atividade antibacteriana envolvendo inibição do crescimento, aderência e 

invasão celular.  

2.6 TECNOLOGIA NEOGLICOLIPÍDICA 

A tecnologia neoglicolipídica (NGL) foi originalmente introduzida por Feizi e 

colaboradores em 1985 como uma nova abordagem para o estudo de antigenicidade 

e funções receptoras das cadeias de carboidratos das glicoproteínas (TANG et al., 

1985). Foi projetadA para atender à necessidade de análise em microescala e 

apresentação de oligossacarídeos de forma multivalente para o estudo de interações 

carboidrato-proteína, que geralmente são fracas. A tecnologia envolve a conjugação 

de oligossacarídeos por aminação redutora a um 1,2-di-hexadecil-sn-glicero-3-

fosfoetanolamina (DHPE) (PALMA et al., 2014). 



38 

 

A tecnologia NGL foi adaptada para gerar o primeiro sistema de microarrays 

para sequências definidas de oligossacarídeos em 2002 e esta evoluindo estudos 

moleculares das interações proteína-carboidrato, tanto em sistemas de 

reconhecimento endógeno quanto em interações patógeno-hospedeiro (FUKUI et 

al., 2002). 

Com o uso de hardware e imagem de matriz robótica de alta precisão, a 

tecnologia, atualmente, é a base de um sistema avançado de microarranjo de 

carboidratos, que atualmente abrange mais de 900 resíduos de oligossacarídeos 

ligadas a lipídios, impressas em lâminas de vidro revestidas com nitrocelulose em 

concentrações na escala de fentomol (10-15) (Fig. 8) (LI et al., 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 8. Representação esquemática da plataforma de microarrays de oligossacarídeos à 
base de NGL. 

Adaptado de Liu et al. (2010) 

 



39 

 

Uma característica especial do sistema de microarrays de oligossacarídeos à 

base de NGL é que os resíduos de oligossacarídeos ligados a lipídios são 

imobilizadas de maneira não covalente em matrizes sólidas e, portanto, têm 

potencial mobilidade; essa é uma vantagem em comparação com a maioria dos 

sistemas de microarrays de carboidratos nos quais os oligossacarídeos são 

imobilizados covalentemente (por reações químicas) e, portanto, "fixados" nas 

superfícies do arranjo; esta apresentação não covalente imita até certo ponto o 

arranjo de estruturas de oligossacarídeos agrupadas na superfície celular. 

Os microarrays baseados em NGL estão fornecendo informações cruciais 

sobre as especificidades de uma variedade de sistemas de reconhecimento de 

carboidratos operando endogenamente e em interações patógeno-hospedeiro 

(LENMAN et al., 2018; VENDELE et al., 2020). Entre contribuições recentes estão 

(1) a atribuição de ligantes para um receptor chave do sistema imunológico inato 

contra patógenos fúngicos (VENDELE et al., 2020); (2) a demonstração da 

sulfatação como modulador do reconhecimento de carboidratos pelos receptores de 

ligação ao ácido siálico do sistema imunológico, conhecidos como proteínas da 

superfície celular que se ligam ao ácido siálico (siglecs) (MCQUILLAN et al., 2019); 

(3) a descoberta do análogo N-glicolil do gangliosídeo GM1 (que os seres humanos 

não sintetizam) como o receptor de célula hospedeira preferido para o vírus Simian 

40 (SV40), o que pode explicar a alta suscetibilidade dos símios a esse patógeno 

(LENMAN et al., 2018); (4) a descoberta do ligante para uma nova proteína no 

retículo endoplasmático, a malectina (SCHALLUS et al., 2008; LOURENÇO, 2017); 

e (5) a elucidação de especificidades de ligação de carboidratos de várias proteínas 

adesivas de superfície 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 infecções por esses parasitas.  

2.7 METABÓLITOS SECÚNDARIOS DE PLANTAS 

O metabolismo representa um conjunto de reações químicas que ocorrem em 

células, sejam elas animais ou vegetais. Metabólitos são os compostos químicos 

formados, degradados ou transformados, que por sua vez podem ser divididos em 

metabólitos primários e metabólitos secundários (TAIZ & ZEIGER, 2017). O 

metabolismo primário é o conjunto de processos metabólicos que desempenham 

funções essenciais nas plantas, tais como a respiração, fotossíntese e o transporte 

de solutos. Já o metabolismo secundário é produzido a partir de produtos do 

metabolismo primário e não está envolvido nos processos metabólicos básicos da 

planta (SANTIN, 2017). 

Os metabólitos secundários são encontrados principalmente em plantas, 

fungos e outros microrganismos. Apesar da grande diversidade de metabolitos 

conhecidos, toda essa gama de substâncias produzida é sintetizada a partir de 

quatro vias metabólicas principais: via do acetato-malonato (ácido malônico), via do 

acetato-mevalonato (ácido mevalônico), via do metileritritol fosfato (MEP) e a via do 

ácido chiquímico (Figura 9), todas provenientes do metabolismo primário (DEWICK, 

2009). 
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Existem três grandes grupos de metabólitos secundários: compostos 

fenólicos, terpenos e alcaloides (TAIZ & ZEIGER, 2017). Os compostos fenólicos 

são derivados do ácido chiquímico e ácido mevalônico. Os terpenos são produzidos 

a partir do ácido mevalônico (no citoplasma) ou do MEP (no cloroplasto). Os 

alcaloides são provenientes de aminoácidos aromáticos (triptofano, tirosina), os 

quais são derivados do ácido chiquímico e de aminoácidos alifáticos (ornitina, lisina). 

Flavonoides, taninos e ligninas fazem parte dos compostos fenólicos; óleos 

essenciais, saponinas, carotenoides e a maioria dos fitoreguladorres são terpenos; 

nicotina, cafeína e vincristina são alguns exemplos de alcaloides (PERES, 2004; 

BABY, 2015). 

Fonte: Adaptado de Taiz & Zeiger (2017) 

Figura 9. Esquema geral simplificado da interface entre o metabolismo primário e as vias de 
síntese dos metabólitos secundários. 
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Metabólitos secundários estão sendo alvos de vários estudos por causa das 

diversas atividades biológicas que seus compostos apresentam. Apresentam 

atividades antimicrobiana, anticâncer, antiviral, antioxidante e anti-inflamatória 

(SIMÕES, 2010; COMPEAN, 2014). O grande número de atividades biológicas 

mostra a necessidade e a importância de um conhecimento mais amplo sobre esses 

compostos. Entender seus mecanismos de ação pode levar a inúmeras 

possibilidades de estudos que direcionem a busca pela solução de importantes 

problemas enfrentados atualmente como a resistência microbiana às drogas 

sintéticas ou os prejuízos causados pelo uso desordenado de pesticidas. 

2.7.1 Compostos Fenólicos 

Compostos fenólicos são um grupo bastante heterogêneo do ponto de vista 

metabólico, pois são biossintetizados nas plantas por meio de diferentes rotas. Nas 

planas vasculares, cerca de 40% dos compostos fenólicos provêm da via do Ácido 

Malônico e 60% são originados da via do ácido chiquímico, sendo esta última 

ausente em animais (TAIZ & ZEIGER, 2017). São caracterizados por possuírem pelo 

menos um anel aromático, no qual pelo menos um hidrogênio é substituído por uma 

hidroxila. A sua diversidade estrutural se deve à grande variedade de combinações 

que acontece na natureza e os compostos resultantes são chamados de polifenóis. 

Estas combinações fenólicas podem ser categorizadas em várias classes como 

mostradas na Tabela 2. Dentro deste grupo se destacam os flavonoides e os não 

flavonoides, sendo ambos encontrados em vegetais. 
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Fonte: Fonte: Adaptado de Taiz & Zeiger (2017) 

2.7.1.1 Flavonoides 

Flavonoides são estruturas fenólicas encontradas abundantemente em 

células fotossintetizantes. São normalmente encontradas em diversas partes da 

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

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

quinze átomos de carbono arranjados em três anéis (C6-C3-C6), sendo dois anéis 

fenólicos substituídos (A e B) e um anel heterocíclico oxigenado central C, acoplado 

ao anel A (Figura 10).  

 

 

 

 

 

 Fonte: O autor 

Figura 10. Estrutura fundamental dos flavonoides. 

Tabela 2. Classes de compostos fenólicos em plantas. 
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Variações em substituição do anel C padrão resultam em importantes classes 

de flavonoides: flavonas, flavanonas, isoflavonas, flavonóis, flavanóis e antocianinas 

(Figura 11) (ROCHA, 2011). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Diversas funções são atribuídas aos flavonoides nas plantas. São importantes 

agentes de defesa contra microrganismos fitopatogênicos (produção de fitoalexinas) 

e insetos, atuando como defensores naturais das plantas na forma de resposta 

química à invasão de patógenos, além de proteger os vegetais contra incidências de 

raios ultravioletas e atrair animais com finalidade de polinização (SIMÕES et al., 

2010). 

Possuem propriedades farmacológicas comprovadas no organismo humano, 

como capacidade antioxidativa, atividade anti-inflamatoria, ação antialérgica, 

atividade antitumoral, anti-hepatotóxica, antiulcerogênica, antiplaquetária, 

Fonte: DUTRA (2009) 

Figura 11. Estrutura das principais classes dos flavonoides. 
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antimicrobiana e antiviral (AGRAWAL, 2011; BHATTACHARJEE, 2013; FLAMBÓ, 

2013; XIE, 2015). 

A capacidade antioxidante é a propriedade mais difundida dos flavonoides. É 

comprovada sua eficácia no combate ao envelhecimento precoce ao inibir a ação da 

enzima xantina oxidase, responsável pela oxidação dos tecidos (DÔRES, 2007). 

Eles são compostos doadores de elétrons e possuem estruturas químicas 

conjugadas ricas em grupos hidroxilas, com grande potencial de ação sobre agentes 

oxidantes (MACHADO et al., 2008). 

2.7.1.2 Compostos fenólicos não-flavonoides 

A classe dos não flavonoides não apresenta uma estrutura básica em comum 

e, portanto, é uma classe muito heterogênea (CHEYNIER, 2005). Os não 

flavonoides são classificados como: derivados do ácido hidroxibenzoico e derivados 

do ácido hidroxicinâmico (ANGELO; JORGE, 2007).  Os ácidos hidroxibenzóicos 

incluem os ácidos gálico, p-hidroxibenzóico, protocatecuico, vanílico e siríngico, que 

têm estrutura comum, C6-C1; enquanto os ácidos hidroxicinâmicos, são compostos 

aromáticos com três carbonos que formam uma cadeia lateral (C6-C3), como os 

ácidos caféico, ferúlico, p-cumárico, sendo os mais comuns (Figura 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 
Fonte: DUTRA (2009) 

 

Figura 12. Estrutura química dos Ácidos hidroxibenzoicos (A) e Hidroxicinâmicos(B). 
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O ácido cinâmico (Figura 13) consiste em um ácido aromático encontrado em 

diversas plantas superiores. Ele pertence à classe das auxinas, que são 

reconhecidos como hormônios vegetais de regulação do crescimento e 

diferenciação celular. A atividade citotóxica, contra células tumorais, do ácido 

cinâmico e de seus derivados é bastante conhecida. Estudos revelam que o ácido 

cinâmico é um importante agente antiproliferativo, inibindo a síntese de DNA de 

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

 

 

 

 

 

 

 

Os derivados cinâmicos desempenham um papel importante como 

intermediários para a produção de diferentes fármacos (SHARMA, 2011). 

Atualmente, o ácido cinâmico e seus derivados têm despertado o interesse de 

diversos pesquisadores, devido às suas diversas atividades biológicas, dentre elas 

atividade antifúngica, antibacteriana (CHIRIAC et al., 2005), além do efeito citotóxico 

contra várias linhagens de células tumorais (LEE et al., 2003; DE et al., 2011; XIE, 

2015). 

 

 

 

 

 

Fonte: DE et al. (2011) 

Figura 13. Estrutura química do Ácido cinâmico. 
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3 RESULTADOS 

 

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

 

 

3.1 INVESTIGAÇÃO ANTIOXIDANTE, ANTITUMORAL E FITOQUÍMICA 

DE FOLHAS E CAULE DE PORTULACA ELATIOR 
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RESUMO 

Este estudo foi desenhado para avaliar as propriedades antioxidantes e citotóxicas 

do extrato etanólico das folhas (LEE) e do extrato metanólico do caule (SME) de 

Portulaca elatior. A presença de metabólitos secundários foi determinada por 

cromatografias líquidas de camada fina e de alta performance. A atividade 

antioxidante foi analisada in vitro pelos ensaios de DPPH, ABTS e fosfomolibdênio. 

A citotoxicidade foi avaliada utilizando células leucêmicas e normais. Flavonoides e 

derivados cinâmicos 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 µg/mL, respectivamente. Os 

extratos (100 µg / mL) não foram citotóxicos em PBMCs e não promoveram 

hemólise de eritrócitos humanos. O estudo mostrou que a ação citotóxica de LEE e 

SME pode ser devido à atividade antioxidante de seus metabólitos secundários e 

que ambos os extratos são potenciais agentes anti-câncer.   

 

Palavras-chave: Metabólitos secundários. Sequestro de radicais livres. 

Citotoxicidade. 
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1 Introdução 

O câncer, um distúrbio complexo que envolve crescimento celular anormal e 

com potencial de invadir ou se espalhar para outras partes do corpo, é um dos 

principais problemas de saúde pública deste século. Essa doença causa mais 

mortes do que doenças coronárias ou derrames (OMS, 2018). Os procedimentos 

terapêuticos ainda são insuficientes, apesar dos avanços; eles são altamente 

invasivos ou inespecíficos, o que pode gerar toxicidade para as células saudáveis. 

Com o aumento do número de casos, 20 milhões de novos casos de câncer são 

esperados anualmente em 2025 (Pavet, 2011; OMS, 2018). 

Os metabólitos secundários são uma fonte essencial de biomoléculas. Como 

mais de 95% da biodiversidade do mundo não foi avaliada para nenhuma atividade 

biológica, o desafio é como acessar e valorizar de maneira eficiente e eficaz essa 

diversidade química natural (Dewick, 2009; Mishra, 2011; Dubey, 2018). Metabolitos 

secundários como compostos polifenólicos têm propriedades antioxidantes (Kalisz et 

al., 2020). Os polifenóis têm a capacidade de retardar ou inibir a etapa de iniciação 

ou interromper a etapa de propagação da peroxidação lipídica, 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 

nutracêuticos. Além disso, eles também têm maior aplicação na indústria de 

alimentos para aumentar a estabilidade e o prazo de validade de produtos 

alimentícios (Sahakyan et al., 2019). 

A biodiversidade brasileira inclui espécies de plantas ricas em compostos 

bioativos. Muitas plantas da Caatinga e seus compostos são descritos por suas 

propriedades medicinais contra várias doenças (Santos et al., 2009; De Almeida 
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Andrade et al., 2019). Portulaca elatior é uma espécie herbácea que cresce na 

região da Caatinga e há relatos de que é tóxica para bovinos e caprinos, além de 

não ter nenhum estudo sobre o seu potencial biotecnológico (Riet-Correa et al., 

2017). Este trabalho relata a avaliação dos extratos de folhas e caule de Portulaca 

elatior quanto à presença de metabólitos secundários, atividade antioxidante e 

citotoxicidade em células humanas normais e de câncer. 

2 Materiais e Métodos 

2.1 Preparação dos Extratos 

P. elatior Mart. ex Rohrb. foi coletado na cidade de Aroeiras, Estado da 

Paraíba, nordeste do Brasil, com autorização do Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (número 38690) do Ministério do Meio Ambiente do 

Brasil. Um espécime de voucher foi arquivado no herbário do Instituto Agronômico 

de Pernambuco, Recife, Brasil, sob o número de registro 90796. 

Os extratos foram obtidos conforme descrito por Oliveira et al. (2015). Após a 

coleta, as folhas e o caule foram secos a 60 °C por 5 dias e depois triturados com 

um liquidificador. Em seguida, o pó de folhas (100 g) e caule (160 g) foram 

suspensos em etanol e metanol a 70% (v / v), respectivamente e após repouso (48 

h), essas misturas foram agitadas mecanicamente por 48 h, usando um agitador 

orbital. Os extratos etanólico da folha e metanólico do caule, denominados LEE e 

SME, respectivamente, foram obtidos após filtração e eliminação de solventes por 

evaporação rotativa. 

2.2 Análise fitoquímica 

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

para a presença de alcalóides, cumarinas, derivados do ácido cinâmico, flavonoides, 



52 

 

taninos, terpenos / esteróides e açúcares. As placas foram desenvolvidas em um 

sistema de cromatografia de camada fina (HPTLC) de alto desempenho (CAMAG, 

Suíça), consistindo de um aplicador de amostras Linomat V equipado com uma 

seringa de 100 μL (Hamilton, Suíça) conectada ao ar comprimido e o winCATS® 

software (CAMAG, Suíça). As placas de gel de sílica (60-F254; Merck, Alemanha) 

foram colocadas em uma câmara vertical de vidro de calha dupla (10 × 10 cm, 

CAMAG, Suíça), e as placas foram desenvolvidas usando a fase móvel necessária 

para cada classe de compostos (Markhan, 1982 Wagner e Bladt, 2001). O tempo de 

saturação para a fase móvel foi de 30 minutos a 25 ± 2 °C. Após o desenvolvimento, 

as placas foram derivatizadas por pulverização com os reagentes específicos 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 câmera Canon (Rebel T3, EOS 1100 D).  

2.3 Análises em HPLC 

O LEE e o SME (100 mg) foram dissolvidos em 5 mL de metanol para HPLC 

(Tedia, EUA) e depois diluídos em água purificada (PURELABs Classic UV, ELGA 

LabWater, EUA) para obter uma solução de concentração de 5 mg / mL. A análise 

da HPLC foi realizada em um sistema HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher 

Scientifics, EUA) acoplado a um detector de díodos (DAD; Thermo Fisher Scientifics) 

e equipado com uma bomba binária (HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scientifics), um 

desgaseificador e um amostrador automático equipado com um loop de 20 mL 

(ACC-3000, Thermo Fisher Scientifics). O comprimento de onda foi fixado em 350 

nm para detecção de flavonoides e ácidos cinâmicos. As separações 

cromatográficas foram realizadas em uma coluna C18 (250 mm × 4,6 mm i.d., 

tamanho de partícula 5 mm; Dionexs, EUA) equipada com uma coluna de proteção 
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(C18, 4 mm × 3,9 mm; Phenomenex, EUA). As separações foram realizadas a uma 

temperatura de 25 °C. A fase móvel consistiu em água purificada (A) e metanol (B), 

ambos acidificados com ácido trifluoracético a 0,05%, a uma vazão 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 análise e processamento dos dados, foi utilizado o software Chromeleon 

versão 6 (Dionex / Thermo Fisher Scientifics, EUA). 

Os padrões - ácido clorogênico, kaempferol, quercetina e rutina (Sigma-

Aldrichs, EUA) - foram dissolvidos em metanol para HPLC e diluídos em água 

purificada para obter soluções com concentrações de 20 mg / mL. Estes foram 

submetidos para análise nas mesmas condições descritas acima. 

2.4 Dosagem de compostos fenólicos e flavonoides 

Os métodos padrão de Folin-Ciocalteu e cloreto de alumínio foram utilizados 

para determinar o conteúdo total de fenólicos e flavonoides, respectivamente 

(Slinkard e Singleton, 1977; Zengin et al., 2016). Os resultados do conteúdo fenólico 

total foram expressos como equivalentes ao ácido gálico (mg de GAE / g de extrato), 

enquanto a quantidade do conteúdo total de flavonoides foi registrada como 

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

2.5 Ensaio de fosfomolibdênio 

A capacidade antioxidante total foi avaliada pelo método do fosfomolibdênio, 

conforme descrito por Aguilar Urbano (2013). O ensaio é baseado na redução de Mo 

(VI) para Mo (V) pela amostra e subsequente formação de um complexo verde de 

fosfato / Mo (V) a pH ácido. LEE e SME (0,3 mL) e ácido ascórbico (100 μg / mL) 
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foram combinados com 3 mL de solução reagente (ácido sulfúrico 0,6 M, fosfato de 

sódio 28 mM e molibdato de amônio 4 mM). Uma solução em branco continha 3 mL 

de solução reagente e DMSO 0,05% em água destilada (0,3 mL) que foi o solvente 

utilizado para a solubilização dos extratos. Todos os tubos foram tapados e 

incubados em banho-maria a 95 ºC por 90 min. Após as amostras terem sido 

resfriadas a 24 ºC, a absorbância da solução de cada amostra foi medida a 695 nm 

contra o branco, usando um espectrofotômetro UV-Vis. O experimento foi realizado 

em triplicata. A atividade antioxidante total foi expressa como o número de 

equivalentes de ácido ascórbico (mg AAE/ g de extrato). 

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

A atividade de eliminação de DPPH para estimativa das propriedades de 

eliminação de radicais livres foi realizada conforme descrito por Shirwaikar, 

Rajendran e Punithaa (2006). Este método depende da redução de DPPH púrpura a 

uma difenil-picrilhidrazina de cor amarela e foi medido o DPPH restante que mostrou 

absorção máxima a 517 nm. LEE e SME (2 mL) em diferentes concentrações foram 

adicionados a 2 mL de solução de DPPH 0,1 mM. Uma quantidade igual de metanol 

e DPPH serviu como controle. Após 20 min de incubação a 37 ºC no escuro, a 

absorvância foi registrada a 517 nm. O experimento foi realizado em duplicado. A 

atividade de eliminação de radicais DPPH foi calculada de acordo com a seguinte 

equação: % de atividade de eliminação de radicais DPPH = [Asample/Acontrol] x 100 no 

qual Asample e Acontrol são absorvância da amostra e controle, respectivamente. A 

atividade de eliminação de DPPH foi expressa como o número de equivalentes de 

Trolox (mg TE/g extrato). 
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2.7 Ensaio 2,2-azinobis (ácido 3-etil-benzotiazolina-6-sulfônico) (ABTS) 

A atividade de eliminação do ABTS foi determinada pelo método descrito por 

Re et al. (1999) com pequenas modificações. Resumidamente, a solução ABTS 7 

mM foi misturada com persulfato de potássio 2,45 mM (concentração final) e 

incubada por 12 h no escuro a 24 ºC para preparar a solução de trabalho ABTS • +. 

A solução de trabalho foi diluída com solução salina tamponada com fosfato (pH 7,4) 

para obter uma absorvância de 0,7 ± 0,02 a 732 nm e, em seguida, 1,8 mL foram 

incubados (1 min a 24 ºC) com 0,2 mL da amostra de teste e, posteriormente, a 

absorvância foi lido a 732 nm. A atividade de eliminação de DPPH foi expressa 

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

2.8 Atividade citotóxica 

O ensaio de citotoxicidade foi avaliado em células mononucleares do sangue 

periférico humano (PBMCs) e nas linhagens celulares de leucemia mielóide crônica 

(K562), leucemia linfoblastica aguda (MOLT-4) e leucemia promielocítica aguda (HL-

60). A concentração que inibiu 50% do crescimento celular em comparação com o 

controle (IC50) foi determinada. As linhas celulares de câncer 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 μg / 

mL a 37 ºC em atmosfera com 5% de CO2. As células de PBMC foram obtidas do 

sangue de cinco doadores voluntários saudáveis (Comitê de Ética em Pesquisa em 

Pesquisa da Universidade Federal de Pernambuco - CEP/CCS/UFPE Nº 1.285.288) 

por centrifugação em gradiente de densidade sobre Ficoll-Hypaque (GE Healthcare 

Life Sciences, Suécia). A viabilidade das células foi avaliada pelo método de 

exclusão do azul de tripano e apenas amostras de células nas quais a viabilidade foi 

superior a 98% foram utilizadas nas experiências. 
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PBMCs (100 μL, 106 células / mL), células K562, MOLT-4 e HL-60 (100 μL, 

105 células / mL), em meio RPMI 1640 suplementado com 20% (v / v) de soro fetal 

bovino, 100 U / mL de penicilina, 100 µg / mL de estreptomicina, foram semeados 

em placas de 96 poços. Após 24 h, os extratos foram adicionados a cada poço para 

atingir concentrações variando de 1 a 100 μg / mL. Após incubação por 72 h, 100 μL 

de brometo de 3- (4,5-dimetiltiazol-2-il)-2,5-difenil tetrazólio (MTT, 5,0 mg / mL) 

foram adicionados a cada poço, conforme descrito por Mosmann (1983) e Alley 

(1988). Após 3 h, o produto formazan foi dissolvido em dimetilsulfóxido e a 

absorvância a 540 nm foi medida usando um leitor de microplacas. As células não 

tratadas e as células tratadas com fosfato de etoposídeo (0,625–10 μg / mL) foram 

usadas como controle negativo e positivo, respectivamente. Os ensaios foram 

realizados em triplicata em três experiências independentes. A concentração que 

inibiu o crescimento celular em 50% (IC50) foi determinada por análise probit usando 

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

2.9 Atividade hemolítica  

O ensaio foi realizado de acordo com Braga (2015), com algumas 

modificações. O LEE e o SME foram avaliados quanto à atividade hemolítica por 

ensaio realizado em microplacas de 96 poços. Cada poço recebeu 100 µL de uma 

solução de NaCl a 0,85% contendo 10 mM de CaCl2. Amostras (100 µL) de extratos 

foram adicionadas ao primeiro poço do respectivo tratamento, do qual 100 µL foram 

transferidos para o segundo para realizar uma diluição seriada (concentrações finais 

variando de 0,78 a 100 µg / mL em solução salina). Em seguida, foram adicionados 

100 µL de uma suspensão a 2% (v / v) de eritrócitos humanos em solução salina 

contendo 10 mM de CaCl2. Em controles negativos, foram banhados 100 µL de 

solução salina mais 100 µL de suspensão de eritrócitos. O controle positivo (para 
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obter 100% de hemólise) continha 80 µL de solução salina mais 20 µL de Triton X-

100 a 0,1% em solução salina. Após centrifugação durante 1 h, seguida de 

incubação por 1 h a 27 ° C, o sobrenadante foi descartado e a hemoglobina liberada 

foi medida por absorvância a 450 nm. A concentração efetiva que promove 50% da 

hemólise (EC50) foi determinada. Três experimentos independentes foram 

realizados em triplicado. o estudo foi aprovado pelo Comitê de Ética em Pesquisa 

em Humanos da Universidade Federal de Pernambuco (CEP/CCS/UFPE nº 

2.478.480). 

2.10 Análise estatística  

Os dados foram expressos como a média ou a porcentagem média ± desvio 

padrão (DP) e as diferenças estatísticas foram determinadas pelo teste de Tukey; 

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

 

3 Resultados e Discussão 

Os rendimentos de extração dos extratos etanólico da folha (LEE) e 

metanólico do caule (SME) foram 12,38% e 10,08% respectivamente, e a TLC 

revelou a presença de flavonoides, taninos hidrolisáveis e derivados cinâmicos, nos 

dois extratos, enquanto os alcalóides, antraquinonas, cumarinas e esteróides 

estavam ausentes. A análise por HPLC de LEE (Fig. 1A) revelou a presença de dois 

picos cujos tempos de retenção foram de 18,2 min e 23,9 min (pico principal). Os 

espectros de varredura desses picos mostraram espectros típicos de flavonoides 

visíveis aos raios UV, com duas bandas de absorbância a 255 - 348 nm e 267 - 328 

nm (Fig. 1B e C). O perfil de HPLC para PME (Fig. 2A) mostra vários picos com 

tempos de retenção de 16,2, 18,2, 19,9 e 23,7 min (pico principal). Os espectros de 

varredura desses picos mostraram espectros UV-Visíveis típicos de derivados 
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cinâmicos (Fig. 2B e 2D) e flavonoides (Fig. 2C e 2D) e, com duas bandas de 

absorvância a 221 - 318nm (derivados cinâmicos) e 255 - 349 nm (flavonoides). 

Flavonoides e derivados cinâmicos já foram descritos em plantas da família 

Portulacaceae (Gatea et al., 2017; Du, 2017; Yang et al., 2018) e esses metabólitos 

secundários mostram várias propriedades biológicas, incluindo antioxidante, 

anticolinesterase, anti-inflamatório, atividades anticâncer, antialérgicas, anti-

hiperglicêmicas, anti-hiperlipidêmicas 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 farmacológicos, como antioxidantes, anti-

inflamatórios ou anticâncer, os metabólitos secundários das plantas estão ganhando 

atenção (Locatelli et al., 2017; Uysal et al., 2018; Ghanad et al., 2020). Este é o 

primeiro estudo utilizando tecidos Portulaca elatior em busca de metabólitos 

secundários com atividades biológicas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
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 cinâmicos 1 e 2 (B e D); flavonóide 1 e 2 (C e D). 

 

LEE e PME foram boas fontes de compostos fenólicos (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, já que moléculas com atividades antioxidantes são usadas para 

retardar e evitar o processo de oxidação e são capazes de combater os radicais 

livres, que se estão relacionados a diversas doenças (Abeywickrama et al., 2016; 

Ahmed Amar et al., 2019). 

A atividade antioxidante de LEE e SME foi investigada por três ensaios 

(Tabela 1), uma vez que o uso de métodos baseados em diferentes abordagens e 

mecanismos fornece uma visão 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 referência utilizada, e mostra 

o potencial deles para eliminar os radicais livres formados in vitro. O método do 

fosfomolibdênio é um método simples para determinar o poder antioxidante total da 

planta (Llorent-Martínez et al., 2017). A atividade antioxidante de LEE e SME pode 

ser devida à presença de um teor relativamente alto de flavonoides nos extratos. Os 

extratos orgânicos contendo fenólicos e flavonoides foram os mais ativos na 

eliminação de radicais livres. O alto teor de fenólicos 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 

Amostra Sequestro de Radicais Livres 
Capacidade 

antioxidante total 

 
DPPH (mg TE/g 

extrato) 

ABTS (mg TE/g 

extrato) 

Fosfomolibdênio (mg 

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:  ácido ascórbico equivalente. Todos os valores 
expressos são médias ± S.D. de três medições paralelas. 

Flavonoides e derivados cinâmicos são relatados como agentes anticâncer (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 

cancerígenas (Tabela 2). Ambos os extratos apresentaram atividades antitumorais 

significativas contra as células tumorais testadas e essa propriedade biológica pode 

estar relacionada à atividade antioxidante das mesmas. Reuter et al. (2010) 
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relataram que altos níveis de espécies reativas de oxigênio detectadas em 

melanoma, leucemias e carcinomas gástricos, prostáticos, mamários e de cólon 

podem ser eliminados por compostos antioxidantes. Também foi relatada a 

existência de relação entre a estrutura química dos flavonoides e suas propriedades 

anticâncer (Scotti et al., 2002). Por exemplo, a atividade antitumoral dos flavonoides 

depende do número e posição dos grupos hidroxila, grupos metoxi e presença de 

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

 

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

Amostra 

Citotoxicidade 

K562 MOLT-4 HL-60 

IC50 (µg/mL) IC50 (µg/mL) IC50 (µg/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 mielóide crônica; MOLT-4, leucemia linfoblástica aguda e HL-60, 
leucemia promielocítica aguda. IC50, concentração que inibiu 50% do crescimento 
celular em comparação com o controle. 

 

Foram avaliados os efeitos de LEE e SME em PBMCs e eritrócitos humanos 

(Tabela 3). É importante investigar o efeito sobre PBMC e eritrócitos, porque a 

redução da viabilidade celular normal e hemólise é indesejável quando se trata de 

moléculas com atividade biológica considerável (Santos et al., 2016). Os extratos até 

100 µg / mL não reduziram a viabilidade das PBMCs e as porcentagens máximas de 

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

 

IC50, concentração que inibiu 50% do crescimento celular em comparação 
com o controle. EC50, concentração eficaz que promove 50% da hemólise. 
Hmax, porcentagem de hemólise. 

 

4 Conclusão 

LEE e SME contendo como compostos principais são agentes antioxidantes e 

anticâncer que não reduzem a viabilidade das células humanas normais ou causam 

hemólise. 

Os resultados do presente estudo mostraram que LEE e SME apresentam 

flavonoides e derivados cinâmicos como compostos majoritários, além de se 

apresentarem como agentes antioxifantes e citotóxicos contra células tumorais sem 

reduzir a viabilidade das células saudáveis e nem provocar hemólise.  Esses dados 

destacam a importância biotecnológica de P. elatior. 
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RESUMO 

As lectinas vegetais são proteínas que interagem com microrganismos promovendo 

respostas celulares, incluindo diminuição do crescimento e sobrevivência. A lectina 

isolada de raízes de Portulaca elatior (PeRoL) possui ação antimicrobiana contra 

patógenos humanos. Neste trabalho, avaliou-se a atividade antibacteriana do PeRoL 

contra isolados de Staphylococcus aureus não resistentes (8325-4), resistentes à 

oxacilina (UFPEDA-670) e resistentes à meticilina (MRSA; LAC USA300). Foram 

determinadas as concentrações inibitórias mínimas (MIC) e bactericidas mínimas 

(MBC) e o efeito na cinética de crescimento bacteriano. Além disso, foram 

determinados os efeitos sinérgicos entre PeRoL e antibióticos contra os três 

isolados. Adicionalmente, foram avaliados os efeitos da lectina na agregação 

bacteriana e atividade hemolítica. Finalmente, a influência do PeRoL na expressão 

de genes de virulência (hla, rnaIII e spa) também foi investigada. PeRoL apresentou 

atividade bactericida contra 8325-4 (MIC e MBC de 20 μg / mL), UFPEDA-670 (MIC 

e MBC de 5 e 40 μg / mL, respectivamente) e LAC USA300 (MIC e MBC de 5 e 40 

μg / 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 não 

interferiu na atividade hemolítica nem na expressão dos genes hla, rnaIII e spa. Em 

conclusão, o PeRoL apresenta atividade antibacteriana contra isolados suscetíveis e 

resistentes e com potencial para melhorar a ação dos antibióticos. 

Palavras-chave: Antibioticos, expressão gênica, oxacilina-resistent, meticilina-

resistente. 
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1 Introdução 

Os microrganismos patogênicos causam várias doenças infecciosas e podem 

até levar à morte. Apesar do desenvolvimento de novas vacinas e antibióticos contra 

doenças infecciosas, patógenos multirresistentes estão surgindo continuamente 

(Gootz, 2010; Dai et al., 2019). Esse fato estimula a busca por novas moléculas 

bioativas para o controle de patógenos para serem utilizadas isoladamente ou como 

agentes aditivos ou sinérgicos em terapias combinadas, juntamente com os 

antibióticos atualmente disponíveis (Bollenbach, 2015; Loose et al., 2019). 

A resistência antimicrobiana é um importante mecanismo de sobrevivência 

que favorece os microorganismos no processo de infecção. Em bactérias, alguns 

dos mecanismos de resistência molecular e bioquímica envolvem inativação ou 

modificação de drogas por enzimas, desenvolvimento de bombas de efluxo, 

mudanças na permeabilidade da membrana e mudanças estruturais nas barreiras e 

alvos antibióticos (Madigan et al., 2010; Li et al., 2015). A tolerância que alguns 

patógenos desenvolvem contra antimicrobianos leva a infecções humanas agudas, 

persistentes, crônicas e recorrentes (Starkey et al., 2014). A resistência de 

Staphylococcus spp. à meticilina está associada a alterações no local de ação da 

droga pela síntese de uma proteína de ligação à 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 presença de bombas de efluxo na membrana plasmática 

dessas bactérias permite a extrusão de compostos tóxicos para o meio externo e é o 

mecanismo responsável pela resistência de microrganismos a diferentes classes de 

antimicrobianos de interesse clínico (Webber et al., 2003; Kumar et al., 2020). 

O grau de patogenicidade de um microrganismo depende diretamente de 

seus fatores de virulência, que correspondem a mecanismos que aumentam a 
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capacidade de causar uma infecção (Nash et al., 2015). Esses mecanismos incluem 

estruturas, estratégias ou a produção de substâncias que auxiliam o microrganismo 

na invasão dos tecidos e evasão das defesas do sistema imunológico. Por exemplo, 

a formação de biofilmes é uma estratégia notória pela qual os microrganismos 

melhoram sua resistência (Reis et al., 2014; Cepas et al., 2019). 

Os produtos naturais compreendem uma diversidade de moléculas bioativas 

que têm sido avaliadas como potenciais agentes terapêuticos inovadores, 

desempenhando um papel extremamente importante na descoberta e 

desenvolvimento de novos fármacos (Newman et al., 2012). Lectinas são proteínas 

que 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) é uma proteína homodimérica 

com 32 kDa e ponto isoelétrico 3.8 que reconhece carboidratos e glicoproteínas e 

reduz o crescimento microbiano e a sobrevivência de patógenos humanos (Silva et 

al., 2019). Este trabalho determinou a atividade antibacteriana do PeRoL contra 

isolados suscetíveis (8325-4), resistentes à oxacilina (UFPEDA-670) e resistentes à 

meticilina (MRSA; LAC USA300) de Staphylococcus aureus. A viabilidade celular, a 

curva de crescimento e as mudanças na ultraestrutura celular foram avaliadas. Além 

disso, foram determinados os efeitos das combinações lectina-antibiótico no 

crescimento microbiano e o efeito do PeRoL na expressão dos fatores de virulência. 

 

2 Materiais e métodos  

2.1 Isolamento da lectina 

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

Silva et al., (2019). Os espécimes foram coletados em Aroeiras (Paraíba, Brasil) com 
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autorização (36301) do Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade 

(ICMBio) do Ministério do Meio Ambiente do Brasil. O pó das raízes de P. elatior foi 

obtido após ser triturado em um liquidificador e, em seguida, misturado com NaCl 

0,15 M (na proporção de 10:1, p/v) por 6 h usando um agitador magnético. A seguir, 

a mistura foi filtrada e centrifugada (9000 × g, 15 min, 4 ºC) para obtenção do extrato 

salino. O extrato foi aplicado (8,0 mg de proteína) 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 eluição com ácido acético 1,0 M e dialisada contra água 

destilada (6 h) para remoção do eluente. 

 

2.2 Concentração de proteína e ensaio de hemaglutinação 

A concentração de proteínas foi estimada de acordo com Lowry et al. (1951) 

usando uma curva padrão de albumina de soro bovino (31,25 a 500 µg / mL). A 

atividade hemaglutinante (HA) foi investigada segundo Paiva e Coelho (1992). A 

amostra (50 µL) foi diluída em série duas vezes em NaCl 0,15 M e, em seguida, 50 

µL de uma suspensão (2,5% v / v) de eritrócitos de coelho tratados com 

glutaraldeído (Bing et al., 1967) foi adicionado a cada poço e a placa foi incubada a 

27 °C durante 45 min. No controle, a suspensão de eritrócitos foi incubada com NaCl 

0,15 M. O número de unidades de HA (HAU) foi determinado como o recíproco da 

maior diluição da amostra que promoveu aglutinação total de eritrócitos de coelho. O 

HA específico foi definido como a razão entre o HAU e a concentração de proteína 

(mg / mL). 

 



74 

 

2.3 Isolados bacterianos 

Isolados clínicos de Staphylococcus aureus 8325-4 (não resistente a 

antibióticos, NCTC 8325; Novick, 1967) e LAC USA300 (MRSA, FPR3757; Diep et 

al., 2006) foram obtidos no Departamento de Ciências Veterinárias e Animais, 

Faculdade de Ciências Médicas e da Saúde da Universidade de Copenhagen 

(Dinamarca). O isolado resistente à oxacilina UFPEDA-670 foi fornecido pela 

coleção de cultura da UFPEDA (WDCM 114) do Departamento de Antibióticos da 

UFPE. As cepas de S. aureus PC322, hla :: lacZ (Chan e Foster, 1998), PC203, spa 

:: lacZ (Chan e Foster, 1998) e SH101F7, rnaIII :: lacZ (Horsburgh et al., 2002) 

também foram usadas. As culturas de estoque foram mantidas a -80 ºC 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 agitação a 

200 rpm. A densidade da cultura foi ajustada turbidimetricamente a 600 nm (OD600) 

para 1 × 108 unidades formadoras de colônias (CFU) por mL (0,5 na escala de 

McFarland) em NaCl 0,15 M estéril.  

  

2.4 Determinação das concentrações inibitórias mínimas (MIC) e bactericidas 

mínimas (MBC) 

Os valores de MIC foram determinados para PeRoL (concentração inicial: 250 

µg/mL) e os antibióticos (Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, EUA) cefotaxima e cefoxitina 

(concentração inicial: 160 µg/mL) pelo método de microdiluição em caldo em 

microplacas com 96 poços. Os inóculos bacterianos foram diluídos em solução 

salina para 106 UFC / mL. Primeiro, 80 μL de água destilada foram adicionados do 

segundo até o décimo segundo poço da linha e, em seguida, PeRoL (80 μL; 0,5 mg / 
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mL) foi adicionado ao terceiro poço e submetido a uma diluição em série de duas 

vezes até o décimo segundo poço. Em seguida, 40 µL de MHB foram adicionados a 

todos os poços da fileira, exceto o primeiro, que foi preenchido com 200 µL do meio 

de cultura e serviu como controle de esterilidade. Por fim, a suspensão bacteriana 

(80 µL; 106 UFC/mL) foi adicionada do segundo ao décimo segundo poço. O 

segundo poço (contendo o microrganismo na ausência da lectina) correspondeu ao 

controle de crescimento de 100%. O OD600 foi medido usando um leitor de 

microplaca no tempo zero e após 24 h a 37 °C. O MIC foi definido como a menor 

concentração de lectina / antibiótico capaz de promover redução ≥50% na densidade 

óptica, em comparação com o controle de crescimento de 100%. 

Para a determinação do MBC, alíquotas (10 µL) dos poços contendo 

concentrações de lectina ≥MIC foram inoculadas em placas de petri contendo MHA, 

que foram incubadas por 24 h a 37 ° C. O MBC correspondeu à menor concentração 

de lectinas capaz de reduzir o número de UFC em 99,9% em relação ao inóculo 

inicial. Cada ensaio foi conduzido em triplicata e três experimentos independentes 

foram realizados. 

 

2.5 Curvas de crescimento 

Foram estabelecidas curvas de crescimento de 24 horas, na ausência ou 

presença de PeRoL, de 8325–4, LAC USA300 e UFPEDA 670. O ensaio foi 

realizado conforme descrito na seção 2.4: o primeiro poço correspondia ao controle 

de esterilidade; o segundo poço correspondeu ao controle de 100% de crescimento; 

o terceiro ao sexto poços corresponderam a tratamentos com PeRoL a 4 × MIC, 2 × 

MIC, MIC, 1/2 × MIC e 1/4 × MIC. A microplaca foi incubada a 37 ºC e a DO600 

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

Os efeitos sinérgicos entre o PeRoL e os antibióticos que se mostraram 

ineficazes isoladamente (cefotaxima e cefoxitina) foram avaliados pelo método 

descrito por Ferreira et al. (2018). Cada experiência correspondeu a duas filas de 

uma microplaca de 96 poços. A lectina foi adicionada (80 µL a 8 × MIC) ao quarto 

poço da primeira linha e uma diluição seriada de duas vezes em água Milli-Q estéril 

foi realizada até o penúltimo poço da segunda linha. Em seguida, o antibiótico foi 

adicionado (80 µL a 4 × MIC) ao penúltimo poço da segunda fileira e uma diluição 

em série de duas vezes foi realizada na direção oposta até o quarto poço da 

primeira fileira. O terceiro poço da primeira linha continha apenas a lectina (4 × MIC) 

e o último poço da segunda linha continha apenas o antibiótico (4 × MIC). 40 µL de 

MHB foram adicionados a todos os poços, exceto o primeiro, que continha 200 µL de 

meio de cultura e serviu como controle de esterilidade. O segundo poço 

correspondeu ao controle de 100% de crescimento. Cada poço, exceto o primeiro, 

foi inoculado com suspensão bacteriana (80 µL a 106 UFC / mL) e a placa foi 

incubada a 37 ºC. A OD600 foi determinada no tempo zero e após 24 h. A avaliação 

da interação entre os diferentes tratamentos foi realizada através da determinação 

da soma das concentrações inibitórias fracionárias (ΣFIC), como segue: ΣFIC = (MIC 

de lectina em combinação / MIC de lectina sozinha) + (MIC de antibiótico em 

combinação / MIC de antibiótico sozinho). As combinações foram classificadas como 

sinérgicas (ΣFIC≤0,5), aditivas (ΣFIC> 0,5-1,0), indiferentes (ΣFIC> 1,0 – ≤ 4,0) ou 

antagônicas (ΣFIC> 4,0). 
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2.7 Ensaio de agregação bacteriana 

A cultura bacteriana em uma OD600 inicial = 0,02 foi inoculada em MHB (1 mL 

por poço) em uma placa de 24 poços. PeRoL, diluído em água Milli-Q estéril, foi 

adicionado aos poços para obter as concentrações finais correspondentes a ½×MIC 

e MIC. Água Milli-Q foi usada no controle. As placas foram incubadas durante 8,5 h 

a 37 ° C sob agitação suave. Em seguida, as culturas foram sedimentadas por 30 

min e os sobrenadantes foram coletados para determinação de DO600. Uma OD600 

inferior no sobrenadante era indicativa de agregação. Três experimentos foram 

realizados em triplicata. 

 

2.8 Ensaio de atividade hemolítica 

A atividade hemolítica de isolados de S. aureus tratados ou não com as 

lectinas foi determinada conforme descrito anteriormente por Silva et al., (2019). Foi 

usado sangue de ovelha na solução de Alsever adquirida da Vision Médica (Recife, 

Brasil). Colônias de S. aureus foram inoculadas em tubos contento TSB (5 mL) e 

mantidas por 16 h a 37 °C em incubadora com agitação (225 rpm). Em seguida, as 

culturas foram diluídas (1: 9, v/v) em NaCl 0,15 M duas vezes e a suspensão celular 

final (DO600 = 0,15) foi transferida para placas de Petri (90 × 100 mm) e misturada 

com ágar sangue. Após a solidificação, orifícios foram feitos nas placas e 50 μL de 

água destilada (controle), PeRoL (a ½ ×MIC, ¼ ×MIC e 1/8 ×MIC) foram adicionados 

aos orifícios e as placas foram incubadas por 24h a 37 °C. Observou-se o 

aparecimento de halo de hemólise. Três 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 inóculo bacteriano (80 μL) foi incubado com água Milli-Q 

estéril (80 μL) e MHB (40 μL) por 24 h a 37 °C sem agitação em uma placa de 

microtitulação de 96 poços. Após este período, o conteúdo do poço (células médias 

e planctônicas) foi removido e o biofilme formado foi tratado com 80 μL de água Milli-

Q estéril (controle negativo), PeRoL, cefotaxima ou cefoxitina. As lectinas e 

antibióticos foram avaliados isoladamente, bem como em combinações sinérgicas / 

aditivas. As placas foram incubadas novamente por 24 h a 37 ° C e, após esse 

período, os poços foram lavados três vezes com solução 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 poços foram lavados com água e o corante 

que se ligou ao biofilme foi solubilizado com etanol absoluto, e a absorbância 

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

2.10 Ensaio qualitativo de β-galactosidase 

A possível influência do PeRoL na expressão dos fatores de virulência 

controlados pelo sistema agr foi avaliada pelo ensaio da placa de β-galactosidase de 

acordo com Bojer et al. (2017). Em primeiro lugar, a cepa 8325-4 foi usada para 

obter sobrenadantes contendo peptídeos 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 agitação a 225 rpm. Após esse período, as culturas foram centrifugadas 

(10.000 × g, 5 min) e os sobrenadantes foram passados por filtros estéreis de 0,22 

µm. 

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

transportadoras de fusão PC203 (spa :: lacZ), PC322 (hla :: lacZ) e SH101F7 (rnaIII 
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:: lacZ). As bactérias foram cultivadas separadamente em TSB overnight para atingir 

uma densidade de 105 UFC / mL. A cultura foi então inoculada (800 µL) em placas 

de Petri quadradas contendo Ágar Triptona de Soja fundido, resfriado (45 min) a 45 ° 

C e suplementado com 5 μg / mL de eritromicina e 150 µg / mL de 5-bromo-4-cloro -

3-indolil-β-galactopiranosídeo (X-gal). Furos em cada placa foram feitos com uma 

broca de cortiça estéril e os tampões de ágar foram removidos. A lectina (para atingir 

½ × MIC, ¼ × MIC, 1/8 × MIC e 1/16 × MIC) e o sobrenadante contendo AIP (20 µL) 

foram adicionados a cada poço. Água 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 inibitório no sistema agr (Canovas et al., 

2016). As amostras foram difundidas no ágar e as placas foram incubadas a 37 ° C 

até o desenvolvimento da cor azul derivada da hidrólise de X-gal. As placas foram 

inspecionadas visualmente quanto a qualquer regulação para cima ou para baixo de 

cor. 

2.11 Análises estatísticas 

Os dados foram expressos como a média ou a média percentual ± desvio 

padrão (DP) e as diferenças estatísticas foram determinadas usando o teste de 

intervalo de Tukey; um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 

3 Resultados e Discussão 

PeRoL exibiu atividade bactericida contra todas as bactérias testadas, 

incluindo cepas que são resistentes aos antimicrobianos convencionais, como a 

meticilina. O MIC do PeRoL, necessário para inibir o crescimento das cepas 8325-4, 

LAC USA300 e UFPEDA-670, foram 20,0, 5,0 e 5,0 μg / 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 antibióticos comerciais cefotaxima (MIC de 

64 μg / mL) e cefoxitina (MIC de 64 μg / mL). Os valores de MIC determinados para 

PeRoL contra LAC USA300 e UFPEDA-670 foram menores do que os encontrados 

para a cepa suscetível 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 

μg / mL, respectivamente, enquanto a cefotaxima e a cefoxitina não 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 μg / 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 (não resistentes), LAC USA300 (MRSA) e 

UFPEDA 670 (resistente à 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: concentrações inibitórias e bactericidas mínimas, respectivamente, 

expressas em µg / mL. ND: não detectado. 

 

As bactérias possuem ácidos teicóico e teicurônico, peptidioglicanos e 

lipopolissacarídeos em suas paredes celulares, que podem interagir com lectinas e 

podem causar diversos efeitos como formação de poros na parede celular, inibição 

do crescimento, morte por extravasamento do conteúdo celular, absorção de 

nutrientes, indução de estresse oxidativo e alteração da permeabilidade da 

membrana (Paiva et al., 2010; Carvalho et al., 2015; Procópio et al., 2017). 
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O PeRoL apresentou atividade antibacteriana contra cepas resistentes à 

meticilina e à oxacilina que exibem resistência a várias classes de antibióticos 

comerciais, incluindo cefalosporina, tetraciclina, β-lactâmicos, macrolídeos e 

lincosamidas; esses resultados indicam que é improvável que ocorra resistência 

cruzada entre esses antibióticos 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 concentrações foram estabelecidas. O 

crescimento das três linhagens foi inibido a partir da quarta hora de incubação em 

todos os tratamentos com PeRoL, denotando forte efeito bacteriostático. Para a 

cepa 8325-4, o crescimento na presença de PeRoL começou apenas na quarta hora 

com 1/4 × MIC, na quinta hora com 1/2 × MIC, e na décima hora com MIC e com 2 × 

MIC. Para LAC USA300, não houve crescimento significativo com os tratamentos 1/2 

× MIC e 1/4 × MIC até a nona e décima primeira hora, respectivamente, e com a 

concentração de MIC e 2 × MIC até a décima primeira e décima segunda horas, 

respectivamente. Para UFPEDA 670, não houve crescimento significativo com os 

tratamentos 1/2 × MIC e 1/4 × MIC até a sétima e nona hora, respectivamente, e 

com a concentração de MIC e 2 × MIC5 até a décima quarta e décima quinta horas, 

respectivamente. Em 4 × MIC, nenhum crescimento foi detectado para ambas as 

cepas ao longo do ensaio. 
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Figura 1. Curvas de crescimento (incubação de 24 h) de Staphylococcus aureus 

8325-4 (A) e LAC USA300 (B) na ausência (controle negativo) e presença de PeRoL 

em diferentes concentrações. Os dados são expressos como a média ± desvio 

padrão (DP) de três experiências. 

O aumento da resistência dos microrganismos aos mais diversos antibióticos 

faz com que novas fontes de antimicrobianos sejam buscadas. Porém, esta 

pesquisa também visa encontrar novos agentes antimicrobianos que, em 

combinação com os medicamentos existentes, tenham ação efetiva contra esses 

microrganismos. O uso de extratos de plantas ou compostos naturais puros em 

combinação com antibióticos convencionais pode ter sido considerado promissor por 

fornecer rapidamente opções de tratamento acessíveis (Da Silva et al., 2019a). 

Assim, a ação do PeRoL foi avaliada em combinação com antibióticos 
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convencionais. Os valores de MIC para os antibióticos usados no ensaio de 

sinergismo podem ser vistos na Tabela 2.  

 

Tabela 2. Avaliação da atividade antibacteriana de PeRoL em combinação com os 

antibióticos cefoxitina (CFX) ou cefotaxima (CFT) contra isolados de Staphylococcus 

aureus 8325-4 (não resistente), LAC USA300 (MRSA) e UFPEDA 670 (resistente à 

oxacilina). 

Isolados 

 

 PeRoL-CFX combinações  PeRoL-CFT combinações 

 MIC em 

combinação 

(µg/mL) 

ΣFIC Efeito  MIC em 

combinação 

(µg/mL) 

ΣFIC Efeito 

 PeRoL CFX PeRoL CFT 

8325-4  5.0 0.125 0.3125 Sinergismo  5.0 0.0625 0.3125 Sinergismo  

LAC 

USA300 

 0.625 0.002 0.12 Sinergismo  0.625 0.002 0.12 Sinergismo  

UFPEDA 

670 

 2.5 0.0001 0.5 Sinergismo  0.002 0.8 0.03 Sinergismo  

MIC: concentração inibitória mínima. ΣFIC: Soma das concentrações inibitórias 

fracionárias. CFX, cefoxitina. CFT, cefotaxima. Os valores de MIC para as lectinas e 

antibióticos sozinhos podem ser vistos na Tabela 1. 

 

A ação sinérgica foi observada para a combinação de PeRoL e cefotaxima e a 

combinação de PeRoL e cefoxitina contra S. aureus isolado 8325-4, LAC USA300 e 

UFPEDA 670. O efeito sinérgico em LAC USA300 correspondeu a uma redução de 

32.000 vezes do MIC para cefoxitina e cefotaxima; além disso, o efeito sinérgico no 

UFPEDA 670 correspondeu a uma redução 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 combinação com cefoxitina e 

cefotaxima. Sinergismo de combinações lectina-antibiótico também foi detectada por 

Ferreira et al. (2017), avaliando os efeitos da lectina da inflorescência de A. 

purpurata em isolados de S. aureus resistentes à oxacilina (isolado UFPEDA-671), 

mostraram uma redução 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 β-lactamase (isolado C-24716), exibiu uma redução 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 flavonóide polifenólico 

natural, isolado do rizoma de Curcuma longa contra cepas de S. aureus (ATCC 

33591), apresentou redução de 8 vezes da MIC de oxacilina e 4 vezes da MIC de 

ampicilina. 

Na maioria das espécies bacterianas, como em S. aureus, a agregação e a 

formação de biofilme estão envolvidas na infecção e na patogênese (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 comparação 

com o controle, apresentou aumento expressivo de OD600, evidenciando maior 

presença de células isoladas na suspensão. O PeRoL a ½ x MIC e MIC não 

promoveu efeitos de antiagregação nas cepas multirresistentes LAC USA300 e 

UFPEDA 670.  

 

  
Figura 2. Avaliação dos efeitos do PeRoL na capacidade de agregação de isolados de 

Staphylococcus aureus 8325–4, LAC USA300 e UPEDA 670. A quantificação da agregação 

foi realizada medindo a densidade óptica (OD) a 600 nm. Água Milli-Q foi usada no controle. 

As lectinas foram avaliadas em concentrações subinibitórias (½ × MIC [concentração 

inibitória mínima]). Cada barra representa a média ± desvio padrão de três repetições. 

A agregação bacteriana é um processo reversível observado nas células 

bacterianas e está diretamente relacionado com a adesão e colonização bacteriana. 
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A formação de agregados bacterianos tem se mostrado resultado de um mecanismo 

defensivo, como ser menos sensível a antibióticos (Ribas, 1997; Haaber et al., 

2012). 

S. aureus possui vários fatores de virulência entre eles, a propriedade 

hemolítica conferida por toxinas como alfa-hemolisina e beta-hemolisina codificadas 

pelo gene hla controlado pelo sistema agr. A produção de hemolisinas por S. aureus 

é dependente do seu estado de crescimento, as hemolisinas são responsáveis por 

promover a lise dos eritrócitos para obter nutrientes para sobreviver. 

Para investigar se o PeRoL seria capaz de inibir a secreção de toxinas 

hemolíticas, as células LAC USA300 incubadas com ou sem a lectina foram 

avaliadas quanto à capacidade de lise em ágar sangue. Porém, os halos produzidos 

pelas células expostas ao PeRoL e pelas células controle apresentaram o mesmo 

diâmetro, indicando que não houve interferência (p> 0,05) na ação hemolítica. Os 

resultados de Silva et al. (2018) avaliando a capacidade da lectina de sarcotesta de 

Punica granatum (PgTeL) são semelhantes ao PeRoL. No entanto, a quercetina 

extraída de Alnus japonica, ácido tânico, trans-resveratrol e vários flavonóides do 

vinho tinto foram capazes de inibir a hemólise por S. aureus (Lee et al., 2013; Cho et 

al., 2015). 

S. aureus possui um sistema QS que regula e a expressão de fatores de 

virulência de bactérias gram-positivas (Castillo-Juárez et al., 2015). Esse sistema 

atua gerando dois transcritos primários, RNA II e RNA III, que são regulados pelos 

promotores P2 e P3, respectivamente. O RNA II contém os genes agrA, agrB, agrC 

e agrD. As proteínas AgrB e AgrD se unem para formar um peptídeo auto-indutor 

(AIP) e a proteína 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 transcrição da α-hemolisina encapsulada por hla e RNA III, responsável por 

ativar a expressão de várias proteínas de virulência, como delta-hemolisina, outras 

toxinas e enzimas e diminuir a expressão de proteínas de superfície como a proteína 

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 não interferiu na expressão dos genes de virulência hla e rnaIII. Após 

o tratamento com a lectina, a expressão de spa (regulada negativamente pelo RNA 

III) não foi ativada. A incapacidade do PeRoL de modular a ação hemolítica de S. 

aureus pode ser confirmada com a ausência de alteração no gene hla. Em contraste 

com PeRoL, norlichexantona, um pequeno policetídeo tricíclico não reduzido 

produzido por fungos e líquens, reduz a expressão de hla que codifica α-hemolisina, 

bem como o RNAIII regulatório do sistema de detecção de quorum agr em S. aureus 

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

 

4 Conclusão 

PeRoL apresentou atividade antibacteriana contra isolados não resistentes e 

multirresistentes de S. aureus, incluindo uma cepa MRSA e uma resistente à 

oxacilina, afetando o crescimento das cepas e apresentando grande efeito sinérgico 

com os antibióticos comerciais aos quais os isolados apresentaram resistência. 

PeRoL apenas promove efeitos de antiagregação em cepas suscetíveis. Não foi 

capaz de inibir a secreção de toxinas hemolíticas e não interferiu na expressão dos 

genes de virulência. 
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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 à colistina (Pol 18), uma vez que a colistina é 

usada atualmente como uma droga de última linha para infecções por bactérias 

Gram-negativas graves seguido por um aumento na resistência entre Bactérias 

Gram-negativas. A resistência à colistina é considerada um problema sério, devido à 

falta de antibióticos alternativos. As concentrações inibitórias mínimas (MIC) e 

bactericidas (MBC) foram determinadas por diluição em caldo. Mudanças 

ultraestruturais foram avaliadas por microscopia eletrônica de varredura. PeRoL 

mostrou atividade antibacteriana contra isolados de Pol 18 com valores de MIC e 

MBC de 16,0 μg / mL. PeRoL também adiou o início do crescimento em pelo menos 

dez horas na concentração de MIC. No MIC, a lectina não causou alterações no 

tamanho, formato e estrutura das células bacterianas, mas promoveu projeções fora 

das células tratadas. O efeito antibacteriano do PeRoL indica que esta molécula 

pode ter potencial para o tratamento futuro de infecções multidrogaresistentes. Este 

é o primeiro estudo relatando a atividade antibacteriana de um composto natural 

contra K. pneumoniae resistente à colistina. 

 

Palavras-chave: Resistência microbiana, atividade antimicrobiana, colistina. 
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1 Introdução 

A resistência aos antimicrobianos é considerada um problema de saúde 

global, que compromete a eficácia dos antibióticos convencionais e é um importante 

mecanismo de sobrevivência que favorece os microrganismos no processo de 

infecção. Os principais mecanismos de resistência antimicrobiana são a diminuição 

da absorção de antibióticos (Pagès et al., 2008), modificação de alvos antibióticos 

(Sander et al., 2002) e inativação de antibióticos (Paterson et al., 2005). No entanto, 

novos mecanismos foram descobertos, incluindo efluxo de múltiplas drogas, 

integrons, hipermutabilidade e a transferência de plasmídeos, o último facilitou a 

disseminação da resistência 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 antibióticos. As principais enzimas produzidas são 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 são responsáveis 

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 virulência envolvendo 

cápsulas, lipopolissacarídeos (LPS), fimbrias, adesinas não fimbriais e sistemas de 

eliminação de ferro (sideróforos) (Paczosa e Mecsas, 2016). Além disso, a 

patogenicidade da Klebsiella é aumentada por sua capacidade de formação de 

biofilme (Desai et al., 2019). 

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

resistência múltipla a cefalosporinas, monobactâmicos, beta-lactâmicos e 
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carbapenêmicos tem feito com que a colistina (polimixina E) seja reintroduzida no 

tratamento de infecções por esse microrganismo. No entanto, casos de cepas 

resistentes à colistina também foram relatados (Olaitan et al., 2014; Liu et al., 2015; 

Macesic, 2019). A colistina tem sido a última opção terapêutica para o tratamento de 

infecções 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 opções de tratamento para cepas 

resistentes estão ficando menores, a necessidade de usar novas abordagens 

antimicrobianas é destacada (Olaitan et al., 2014; Nation et al., 2015). 

Lectinas são proteínas que reconhecem e se ligam reversivelmente a 

carboidratos e glicoconjugados com alta especificidade. A raiz de Portulaca elatior 

(PeRoL) é uma proteína de ligação à trealose, com 32 kDa que apresenta atividade 

antimicrobiana contra cepas bacterianas e fúngicas (Silva et al., 2019). 

Este estudo avaliou a atividade antibacteriana do PeRoL contra um isolado de 

Klebsiella pneumoniae resistente à colistina por meio da determinação de curvas de 

crescimento. A ultraestrutura das bactérias também foi avaliada. Este é o primeiro 

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

 

2 Materiais e métodos 

2.1 Isolamento da lectina 

Portulaca elatior foi coletada em Aroeiras (Paraíba, Brasil) sob autorização do 

Instituto Chico Mendes de Conservação da Biodiversidade (ICMBio) do Ministério do 

Meio Ambiente do Brasil (licença número 36301). PeRoL foi isolado de acordo com 

Silva et al. (2019): a raiz foi passada por uma peneira (malha de 1 mm), misturada 

com NaCl 0,15 M (na proporção de 1:10, v / v) e homogeneizada durante 6 h sob 
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agitação magnética. O extrato foi obtido por filtração e centrifugação (9000 g, 15 

min, 4 °C). O extrato foi aplicado (8,0 mg de proteína) 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 eluição com ácido acético 1,0 M e dialisado contra água destilada (6 

h) para eliminar o eluente. 

 

2.2  Concentração de proteína e ensaio de hemaglutinação 

A concentração de proteínas foi estimada de acordo com Lowry et al. (1951) 

usando uma curva padrão (31,25 a 500 µg / mL) de albumina de soro bovino. A 

atividade hemaglutinante (HÁ) foi investigada utilizando uma suspensão previamente 

tratada com glutaraldeído de eritrócitos de coelho (2,5% v / v) (Bing et al., 1967). foi 

adicionado a cada poço e a placa foi incubada a 27 °C durante 45 min. No controle, 

a suspensão de eritrócitos foi incubada com NaCl 0,15 M. O HA foi expresso como o 

recíproco da maior diluição de amostra capaz de promover aglutinação. O HA 

específico foi calculado pela razão entre a atividade hemaglutinante e a 

concentração de proteína (mg / mL). 

 

2.3 Isolado bacteriano 

O isolado clínico de K. pneumoniae (Pol 18), resistente a antimicrobianos 

convencionais como β-lactâmicos e carbapenêmicos, foi obtido no Laboratório de 

Resistência Microbiana da Universidade de Pernambuco / Universidade Federal 

Rural de Pernambuco (Brasil). As culturas de estoque foram mantidas a -80 ºC 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 agitação a 200 rpm. A densidade da 

cultura foi ajustada turbidimetricamente a 600 nm (OD600) para 1 × 108 unidades 

formadoras de colônias (CFU) por mL (0,5 na escala de McFarland) em NaCl 0,15 M 

estéril. 

2.4 Determinação das concentrações inibitórias mínimas (MIC) e bactericidas 

mínimas (MBC) 

Os valores de MIC foram determinados para PeRoL e drogas comerciais em 

uma linha de uma microplaca de fundo plano de 96 poços, 100 μL de caldo Mueller 

Hinton (MHB) foram adicionados a todos os poços, exceto o primeiro (controle de 

esterilidade), que foi preenchido com 200 μL deste meio de cultura. Em seguida, 100 

µL de PeRoL (0,5 mg / mL) foram adicionados ao terceiro poço e uma diluição em 

série de duas vezes foi realizada até o final da linha. Finalmente, a suspensão 

bacteriana (100 µL; 3 x106 CFU / mL) foi adicionada do segundo ao décimo segundo 

poço. O segundo poço (contendo o microrganismo na ausência da lectina) 

correspondeu ao controle de crescimento de 100%. O OD600 foi medido usando um 

leitor de microplaca no tempo zero e após 24 h a 37 °C. A MIC foi definida como a 

menor concentração de lectina / antibiótico capaz de promover redução ≥50% na 

densidade óptica, em comparação com o controle de crescimento de 100%. Para 

determinar o MBC, alíquotas (10 µL) dos poços contendo concentrações de lectina 

≥MIC foram inoculadas em placas de petri contendo MHA, que foram então 

incubadas por 24 h a 37 °C. O MBC correspondeu à menor concentração de lectinas 

capaz de reduzir o número de UFC em 99,9% em relação ao inóculo inicial. Cada 

ensaio foi conduzido em triplicado e três experimentos independentes foram 

realizados. 
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2.5 Curva de crescimento 

Curvas de crescimento de 24 horas de Pol 18 na ausência ou presença de 

PeRoL foram estabelecidas. O ensaio foi realizado em microplacas de 96 poços 

conforme descrito na seção 2.4: o primeiro poço correspondia ao controle de 

esterilidade; o segundo poço correspondeu ao controle de 100% de crescimento; o 

terceiro ao sexto poços correspondiam a tratamentos com PeRoL a 4 ×MIC, 2 ×MIC, 

MIC, 1/2 ×MIC e 1/4 ×MIC. A microplaca foi incubada a 37 ºC e a OD600 

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

 

2.6 Analises microscópicas  

Imagens tridimensionais da estrutura das células bacterianas tratadas com ou 

sem PeRoL foram obtidas por microscopia eletrônica de varredura (MEV). As células 

(1,2 mL; 106 CFU / mL) foram incubadas com MHB ou SDB (0,6 mL) e PeRoL (0,4 

mL) no respectivo MIC ou 2 ×MIC em água Milli-Q. O controle negativo foi 

estabelecido pela adição de água Milli-Q em vez de lectina. Após a incubação (24 h 

a 37 °C), as amostras foram centrifugadas (300 × g; 10 min, 25 °C) e as células 

precipitadas foram lavadas três vezes em tampão cacodilato 0,1 M e fixadas em 

glutaraldeído 2,5% em cacodilato 0,1 M tampão pH 7,2 por 30 min a 28 ºC. Após 

lavagem com o mesmo tampão, as células foram deixadas aderir aos tocos (Ø 12,7 

mm, 9 mm de comprimento; Ted Pella Inc., Redding, CA, EUA) e pós-fixadas por 1 h 

com tetróxido de ósmio 1%. As células foram desidratadas em acetona graduada, 

secas no ponto crítico com CO2, revestidas com uma camada de ouro de 20 nm de 

espessura e observadas com um microscópio JEOL JSM-5600 LV (JEOL, Peabody, 

MA, EUA). As células sem tratamento foram utilizadas como controle. 
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2.7 Análise estatística 

Os dados são expressos como a média ou a média percentual ± desvio 

padrão (DP) e as diferenças estatísticas foram determinadas usando o teste de 

intervalo de Tukey; um valor de p <0,05 foi considerado estatisticamente 

significativo. 

 

3 Resultados e discussão 

PeRoL apresentou atividade antibacteriana contra K. pneumoniae (Pol 18) e a 

tabela 1 mostra que a lectina na mesma concentração (16,0 μg / mL) foi um agente 

bacteriostático e bactericida. Até onde sabemos, PeRoL é o primeiro composto de 

origem natural com atividade antibacteriana contra K. pneumoniae resistente à 

colistina. Dentre os compostos testados, PeRoL foi o mais eficiente, pois sua MIC foi 

encontrada em concentração menor que a dos antibióticos e a redução da 

viabilidade celular só foi detectada após tratamento com lectina (Tabela 1). 

As lectinas podem promover a inibição do crescimento ou morte do 

microrganismo devido à sua capacidade de reconhecer especificamente os glicanos 

da parede celular microbiana. A interação lectina-bactéria pode causar formação de 

poros na parede celular, morte por extravasamento do conteúdo celular, absorção 

de nutrientes, indução de estresse oxidativo e alteração da permeabilidade da 

membrana (Paiva et al., 2010; Carvalho et al., 2015; Procópio 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). 

Compostos 
Pol 18 

MIC MBC 

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: concentrações inibitórias e bactericidas mínimas, respectivamente, 

expressas em µg / mL. ND: não detectado. 

 

A fim de monitorar a cinética de eliminação de tempo, as curvas de 

crescimento de Pol 18 incubado com PeRoL em diferentes concentrações foram 

estabelecidas (Figura 1). O crescimento da Pol 18 foi inibido a partir da quarta hora 

de incubação em todos os tratamentos com PeRoL, denotando forte efeito 

bacteriostático. O crescimento na presença de PeRoL começou apenas na quarta 

hora com 1/4 × MIC, na sexta hora com 1/2 × MIC e na décima segunda hora com 

MIC e com 2 × MIC. Em 4 × MIC, nenhum crescimento foi detectado para a cepa ao 

longo do ensaio. Os resultados revelam que o PeRoL não apenas reduz a contagem 

bacteriana, mas também adia o início da replicação celular. 
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Figura 1. Curvas de crescimento (incubação de 24 h) de Klebsiella pneumoniae Pol 

18 na ausência (controle negativo) e presença de PeRoL em diferentes 

concentrações. Os dados são expressos como a média ± desvio padrão (DP) de três 

experiências. 

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 superfície lisa. Nos tratamentos com a lectina, não foram 

observadas alterações morfométricas na estrutura bacteriana. Por outro lado, podem 

ser observadas projeções fora das células tratadas. 
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Figura 2. Curvas de crescimento (incubação de 24 h) de Klebsiella pneumoniae Pol 

18 na ausência (controle negativo) e presença de PeRoL em diferentes 

concentrações. 

4 Conclusão 

PeRoL mostrou atividade antibacteriana contra um isolado multirresistente de 

K. pneumoniae, afetando o crescimento das cepas. Este é o primeiro composto 

natural relatado como tendo atividade contra um K. pneumoniae resistente à 

colistina. 
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RESUMO 

A raiz de Portulaca elatior contém uma lectina ligante de quitina (PeRoL) com 

atividade antimicrobiana contra espécies patogênicas humanas, incluindo Candida 

alibicans e Candida krusei (concentrações mínimas inibitória e fungicida de 16 

µg/mL). No presente trabalho, nós investigamos os efeitos de PeRoL na cinética de 

crescimento e na formação de biofilme por C. albicans e C. krusei. Adicionalmente, 

nós avaliamos a interação de PeRoL com diferentes glicanos, incluindo aqueles 

presentes em paredes celulares fúngicas. PeRoL inibiu o crescimento de C. albicans 

e C. krusei nas primeiras horas em concentrações iguais ou maiores que 16 μg/mL 

(CMI) e reduziu a formação de biofilme de C. albicans e C. krusei nas concentrações 

de 32 e 64 μg/mL. PeRoL ligou vários glicanos inclusive aqueles que contêm 

resíduos de quitina e manose e glicanos com ligações β1-3, presentes na membrana 

de fungos do gênero Candida. Em conclusão, PeRoL é um agente anti-Candida que 

interfere no crescimento fúngico 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 Introdução 

As infecções fúngicas têm crescido em todo o mundo, especialmente em 

pacientes imunocomprometidos (Leroy et al., 2016; Motoa et al., 2017; Enoch et al., 

2017). A candidíase invasiva e a candidemia representam um sério problema de 

saúde pública associado a altas taxas de mortalidade, tempo prolongado de 

internação e altos custos (Doi et al., 2016; Strollo et al., 2017). Espécies do gênero 

Candida são encontradas como constituintes saprófitas da microbiota humana 

normal, mas elas podem se tornar patógenos oportunistas (Papon et al., 2013).  

Candida albicans é considerada o agente causador mais comum de doenças 

fúngicas dentro do gênero Candida em seres humanos, sendo normalmente 

responsável por 90-100% das infecções da mucosa e 50-70% dos episódios de 

candidemia (Naglik et al., 2019). Candida krusei tornou-se um patógeno emergente, 

responsável por cerca de 1,5 a 8% dos casos de candidemia, além deste 

microrganismo apresentar resistência intrínseca ao fluconazol e suscetibilidade 

reduzida a outros azóis e polienos (Doi et al., 2016; Hrabovský et al., 2017). Muito 

embora C. albicans e C. krusei possam existir de forma planctônica, elas habitam os 

seres humanos predominantemente como biofilmes, que são comunidades fúngicas 

ligadas a uma superfície sólida, incorporadas em uma matriz de substâncias 

poliméricas extracelulares (Tsui et al., 2016). Devido à maior resistência dos 

biofilmes aos antifúngicos e às defesas do hospedeiro em comparação às culturas 

planctônicas, a formação de biofilme é um importante atributo de virulência destes 

microrganismos (Gulati et al., 2016).  

A toxicidade e a eficácia variável dos antifúngicos disponíveis para o 

tratamento da candidíase demonstram a necessidade urgente para a descoberta de 

novos agentes antifúngicos (Laniado-Laborín et al., 2009; Roemer et al., 2014; 
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Pappas et al., 2016). As lectinas são proteínas que podem desencadear respostas 

celulares após interagirem com membranas através de suas porções 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), não é citotoxica frente a células mononucleares do sangue 

periférico e eritrócitos e é um agente fungistático e fungicida contra Candida 

albicans, Candida parapsilosis, Candida krusei, e Candida tropicalis com 

concentrações mínimas inibitória e fungicida de 16 µg/mL para todos os 

microrganismos testados. 

Neste trabalho, nós avaliamos os efeitos de PeRoL na cinética de 

crescimento e a produção de biofilme por C. albicans e C. krusei, bem como a 

interação da lectina com glicanos estruturalmente diversos, incluindo alguns 

presentes em paredes fúngicas. 

 

2 Matériais e Métodos 

2.1 Isolamento da Lectina 

Espécimes de P. elatior foram coletados na cidade de Aroeiras, Estado da 

Paraíba, nordeste do Brasil, com autorização do Instituto Chico Mendes de 

Conservação da Biodiversidade (número 38690) do Ministério do Meio Ambiente do 

Brasil. Um espécime de voucher foi arquivado no herbário do Instituto Agronômico 

de Pernambuco, Recife, Brasil, sob o número 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 pó da raiz foi 

homogeneizado com NaCl 0,15 M, na proporção de 1:10 (p/v), utilizando agitador 

magnético durante 6 h a 28ºC. O extrato obtido após filtração da mistura em papel 
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de filtro e centrifugação do filtrado (9.000 g; 15 min, 4ºC) foi aplicado (2 mL, 10,26 

mg de proteína) 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 absorbância 

a 280 nm fosse inferior a 0,03. PeRoL foi eluida (frações com absorbância superior a 

0,100) da coluna com ácido acético 1,0 M e em seguida foi dialisada contra NaCl 

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

2.2 Dosagem de proteínas e atividade hemaglutinante 

A concentração de proteínas foi estimada de acordo com Lowry et al. (1951) 

usando uma curva padrão (31,25 a 500 µg/mL) de albumina de soro bovino. A 

atividade hemaglutinante (AH) foi investigada de acordo com Paiva e Coelho (1992) 

em microplacas de 96 poços com fundo em “V”. A amostra (50 µL) foi diluída em 

série em 50 µL NaCl 0,15 M e, em seguida, 50 µL de uma suspensão (2,5% v / v) de 

eritrócitos de coelho tratados com glutaraldeído (Bing et al., 1967) foram adicionados 

a cada poço e a placa foi incubada a 27 °C por 45 min. No controle, a suspensão de 

eritrócitos foi incubada com NaCl 0,15 M. A AH foi expressa como o recíproco da 

maior diluição da amostra capaz de promover aglutinação. A AH específica foi 

calculada pela razão entre a atividade hemaglutinante e a concentração de proteína 

(mg/mL). 

2.3  Isolados fúngicos 

Os isolados Candida albicans (URM 5901) e Candida krusei (URM 6391) 

foram obtidas na coleção 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 agitação 

suave. Para uso nos ensaios, a densidade das culturas foi ajustada 
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turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600 nm (OD600) a 1 × 106 ou 1  × 

108 unidades formadoras de colônias (UFC) por mL. 

2.4 Verificação das atividades fungistática e fungicida de PeRoL 

Para verificar a atividade antifúngica da amostra de PeRoL utilizada nesse 

estudo, os valores de concentração mínima inibitória (CMI) e fungicida (CMF) foram 

determinados de acordo com o método descrito por Silva et al. (2019). A CMI foi 

definida como a menor concentração de lectina capaz de promover uma redução 

≥50% na densidade óptica, em comparação com o controle de crescimento de 

100%. A CMF correspondeu à menor concentração de PeRoL capaz de reduzir o 

número de UFC em 99,9% em relação ao inóculo inicial. Cada ensaio foi realizado 

em triplicata e foram realizados três experimentos independentes. 

2.5 Curvas de Crescimento 

Foram estabelecidas curvas de crescimento durante 24 h de C. albicans e C. 

krusei na ausência ou presença de PeRoL em diferentes concentrações. O ensaio 

foi realizado em uma fileira de uma microplaca de 96 poços, os quais receberam 

água Milli-Q (80 µL) estéril.  Em   seguida a   lectina (80 µL)   foi adicionada ao 

terceiro poço e uma diluição em série foi realizada para se obter as concentrações 

correspondentes a 4 × MIC, 2 × MIC, MIC, 1/2 × MIC e 1/4 × MIC. Em seguida, 40 

µL de caldo Sabouraud Dextrose foi adicionado a todos os poços da fileira. 

Finalmente, o inóculo   fúngico (80 µL, 106 UFC/mL) foi adicionado, exceto ao 

primeiro poço, que funcionou como controle de esterilidade. O segundo poço 

(contendo o microrganismo na ausência da lectina) correspondeu ao controle de 

crescimento. A microplaca foi incubada a 28 ºC e a densidade óptica (DO600) foi 

determinada a cada hora, por 24 h. O ensaio foi realizado em triplicata e foram 

realizados três experimentos independentes. 
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2.6 Atividade antibiofilme 

O inóculo fúngico (80 μL, 108 UFC/mL) foi incubado com água Milli-Q estéril 

(80 μL) e caldo Sabouraud Dextrose (40 μL) por 24 h a 37 °C sem agitação em uma 

placa de microtitulação de 96 poços. Após esse período, o conteúdo do poço 

(células planctônicas) foi removido e o biofilme formado foi tratado com 80 μL de 

água Milli-Q estéril (controle negativo) ou PeRoL (8, 16, 32 e 64 μg/mL). As placas 

foram incubadas novamente por 24 h a 37 °C e, após esse período, os poços foram 

lavados três vezes com 200 µL de solução 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 poços foram lavados com 200 µL de água destilada e o corante que 

se ligou ao biofilme foi solubilizado com etanol absoluto (200 µL) e a absorbância foi 

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

2.7 Análises 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 oligossacarídeos ligados a lipídios 

(neoglicolipídeos – NGL’s), impressos roboticamente em duplicata em lâminas 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 

ligação em microarray de PeRoL foram realizados entre 19 e 20 ºC, conforme 

descrito por Liu et al. (2012).  

Em resumo, as lâminas foram bloqueadas com albumina sérica bovina a 1% 

p/v (Sigma-Aldrich, EUA) em solução bloqueadora de caseína (Pierce Chemical Co, 

EUA) por 1 h. PeRoL biotinilada foi sobreposta nas lâminas a uma concentração de 

50 µg/mL, e a ligação 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 µg/mL em solução bloqueadora. Os dados dos array de glicanos foram 

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

2.8 Análise estatística  

Os dados foram expressos como a média ou a porcentagem média ± desvio 

padrão (DP) e as diferenças estatísticas foram determinadas pelo teste de Tukey; 

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

 

3 Resultados e Discussão 

Antifúngicos comerciais vêm perdendo eficiência devido ao surgimento de 

cepas resistentes (Dominguez et al., 2019; Berman et al., 2020). A investigação de 

compostos naturais quanto a atividade antifúngica pode disponibilizar protótipos para 

o desenvolvimento de novos fármacos (Pfaller et al., 2013; Nicola et al., 2019) e 

consequentemente é uma estratégia interessante do ponto de vista de ampliação de 

alternativas terapêuticas.  

PeRoL é uma lectina antimicrobiana com atividade bacteriostática contra 

Enterococcus faecalis, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus (CMI de 

8,12, 4,06 e 32,5 µg/mL, respectivamente) e antifúngica para espécies de Candida 

com CMI e CMF de 16,0 µg/mL (Silva et al., 2019). Neste trabalho nós ampliamos a 

avaliação dos efeitos de PeRoL contra C. albicans e C. krusei através do 

acompanhamento por 24 h do crescimento fúngico e determinação da capacidade 

de produção de biofilme pelos isolados na presença dessa lectina. Adicionalmente, 

utilizamos microarray de glicanos para investigar a afinidade de PeRoL a glicanos, 

incluindo alguns presentes em superfícies fúngicas.  
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PeRoL (0,5 mg) foi isolada seguindo o protocolo estabelecido por Silva et al 

(2019) com atividade hemaglutinante específica de 120,22. A ação antifúngica foi 

igual àquela determinada anteriormente, sendo novamente detectados valores de 

CMI e CMF de 16 µg/mL. A atividade antifúngica 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 sobrevivência de C. albicans já foram isoladas de 

folhas de Schinus terebinthifolius (CMI e CMF de 6,5 e 26,0 µg/mL, 

respectivamente), de sementes de Dypsis decaryi (CMI de 2,06 µg/mL) e de 

sementes de Dioclea violacea com  CMI de 32 µg/mL (Gomes et al., 2013; Torres et 

al., 2019). 

A cinética da inibição do crescimento fúngico foi monitorada por 24 h com 

PeRoL nas concentrações equivalentes a 4 × CMI, 2 × CMI, CMI, ½ CMI e ¼ CMI 

(Figura 1). O crescimento de C. albicans (Figura 1A) foi significativamente (p <0,05) 

inibido desde a primeira hora de incubação em tratamentos com PeRoL em 

concentrações ≥ CMI. Na presença da lectina a ½ CMI e ¼ 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 inibição do crescimento também ocorreu 

desde a primeira hora de incubação PeRoL em concentrações ≥ CMI. Esses 

resultados revelam que PeRoL exerceu efeito fungicida contra C. albicans e C. 

krusei em poucas horas de incubação, 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 extraída de Alpinia purpurata inibiu o 

crescimento de C. albicans após 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 ausência ou presença de PeRoL em diferentes 
concentrações. A densidade óptica (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: concentração inibitória mínima. 
 

A espécies do gênero Candida formam comunidades estruturadas 

circundadas por matriz polimérica em superfícies bióticas e abióticas (Zhang et al., 

2019). Estes biofilmes representam um sério desafio de tratamento na clínica, uma 

vez que são tipicamente resistentes a todas as classes de drogas antifúngicas 

usadas no tratamento de infecções planctônicas (Fox et al., 2015). PeRoL nas 

concentrações de 64 µg/mL (4 x CMI) e de 32 µg/mL (2 x CMI) inibiu o 

desenvolvimento de biofilme por C. albicans e C. krusei (Fig. 2). Estes resultados 

podem ser devido a presença de um agente antifúngico (PeRoL), uma vez que a 

formação do biofilme é um mecanismo de proteção. Isso também foi observado para 

a anfotericina B (KVASNICKOVA, 2015) e para PgTeL (DA SILVA, 2018), que são 

agentes antifúngicos que promovem a formação do biofilme de C. parapsilosis e de 

C. albicans e C. krusei, respectivamente  

 



116 

 

 

 

 

 

 

 

 

Fig 2. Formação de biofilme C. albicans e C. krusei na ausência (controle) e 
presença de PeRoL em diferentes concentrações. O crescimento foi avaliado por 
densidade óptica a 600 nm (OD600). Letras diferentes indicam diferenças 
significativas (p <0,05) entre os tratamentos. MIC50: concentração inibitória mínima.  

 

Atividade antibiofilme de compostos de origem vegetal já foi reportada contra 

C. albicans. O óleo essencial de Laurus nobilis foi uma agente antibiofilme menos 

eficiente que PeRoL desde inibiu a formação do biofilme de C. albicans na 

concentração de 1000 µg/mL enquanto o terpenóide eucarobustol E de Eucalyptus 

robusta, apresentou efeito similar a PeRoL inibindo na concentração de 16 µg/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 formação de biofilme de C. albicans nas 

concentrações de 0,195 a 0,9 µg/mL.   

Estudos têm demonstrado que lectinas que ligam quitina são antifúngicas por 

interagirem com componentes da parede celular do fungo (Coelho et al., 2017). Em 

fungos, essa parede é composta principalmente por glicanos formados por ligações 

β1-3 e β1-6, quitina e proteínas fortemente manosiladas (Poulain et al., 2015; Hofs et 

al., 2016; Bongomin et al., 2017). Neste trabalho as propriedades de ligação a 

carboidratos de PeRoL foram determinadas através de análises de microarrays de 

glicanos.  

PeRoL se ligou a monossacarídeos, glicanos sulfatados, glicanos com 

resíduos siálicos, resíduos de quitina e glicanos do grupo sanguineo O e A. A 
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intensidade relativa de ligação a 27 probes é mostrada na figura 3 e é comparada 

com a ligação mais forte para PeRoL (100%) (em vermelho na figura 3). Não foram 

detectadas ou foram detectadas ligações fracas entre PeRoL e os outros probes 

testados. A interação de PeRoL com quitina tinha sido anteriormente detectada por 

Silva et al. (2019) através da adsorção da lectina a coluna de quitina e o dado do 

ensaio de microarrays de glicanos confirmou esta característica. A ligação de PeRoL 

as probes de quitosana (GlcN4-AO, GlcN5-AO, GlcN6-AO) não foi detectada e isto 

corrobora com Silva et al. (2019) que não detectaram afinidade de PeRoL por 

quitosana no ensaio de inibição de atividade hemaglutinante por carboidratos. A 

atividade hemaglutinante de lectina é devida a ligação a carboidratos da superfície 

de eritrócitos e carboidratos que são reconhecidos pelos sítios de ligação da lectina, 

inibem a atividade hemaglutinante (Coelho et al., 2018). 

A ligação de PeRoL a glicanos com ligação β1-3 (o glicano neutro iLNO-AD e 

o glicano fucosilado TFiLNO), manose (6P-Man e 6P-Man-AO), glicanos contendo 

manose (galactomananas; Gal-Mannan DP2-AO e Gal-Mannan DP6b-AO) e 

resíduos de quitina, que são encontrados em paredes celulares fúngicas, sugere que 

o mecanismo de ação de PeRoL inclui ligação a parede celular. Ainda, compostos 

que tem como alvos componentes da parede celular do fungo interferem na síntese 

da enzima β-1,3-glicano sintase e promovem alteração 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-AO*, the probe most strongly bound. 

 

4  Conclusão 

PeRoL apresentou efeitos sobre o crescimento de C. albicans e C. krusei, 

além de impedirem a formação de biofilme dos dois microrganismos analisados. A 

atividade antifúngica de PeRoL pode ser decorrente da ligação a parede celular uma 

vez que a lectina se ligou a resíduos de quitina e outros glicanos que apresentam 

ligações β1-3.  
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4 CONCLUSÃO 

        Extratos orgânicos de folhas e caule de P. elatior, contendo flavonoides e 

derivados cinâmicos como compostos majoritátios, apresentaram atividade 

antioxidante e anticâncer contra leucemia mielóide crônica, leucemia linfoblástica 

aguda e leucemia promielocítica aguda. Os extratos não apresentaram atividade 

citotóxica sobre células saudáveis e nem atividade hemolítica. 

Uma lectina da raiz de Portulaca elatior foi isolada e denominada PeRoL. 

Estudos de caracterização estrutural revelaram que a lectina reconhece carboidratos 

livre e glicoproteínas, é homodimérica e tem natureza ácida. PeRoL tem atividade, 

antibacteriana contra isolados multirresistentes e não apresenta toxicidade para 

células humanas da linhagem branca e vermelha. PeRoL apresentou efeito sinérgico 

com antibióticos comerciais e atividade antifúngica e anti-biofilme contra espécies de 

Candida, reconhecendo carboidratos presentes na parede celular desses 

microrganismos.  
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Portulaca elatior root contains a trehalose-binding lectin with antibacterial and 

antifungal activities. 
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