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RESUMO

Lectinas sd@o proteinas (hemaglutininas) multivalentes encontradas de forma ubiqua
na natureza, as quais podem apresentar atividade catalitica, reconhecimento de modo
especifico de carboidratos na superficie de microrganismos, bem como atividade
citoprotetora frente antigenos e/ou patdgenos. O objetivo deste trabalho foi isolar,
purificar e caracterizar uma lectina presente na folha de Guazuma ulmifolia LAM
(GuaZuL) e avaliar sua atividade antibacteriana. As folhas foram lavadas, secas,
trituradas até a forma de pd. O extrato bruto (EB) foi obtido por agitacdo do p6 das
folhas (10%, p/v) durante 4 h em solucdo de NaCl 0,15 M, seguido de centrifugacao.
Em seguida, o EB foi submetido ao fracionamento salino com sulfato de amdénio, onde
a fracdo 0-40% apresentou maior atividade hemaglutinante (AH), sendo esta,
submetida a cromatografia por troca ibnica (anibnica) em DEAE-Sephadex. A amostra
foi dialisada e liofilizada e submetida a SDS-PAGE, e a banda proteica visualizada foi
denominada de GuazulL Apos esse procedimento a proteina foi caracterizada através
de andlises fisico-quimicas (temperatura, pH e ions). A deteccdo da lectina foi
realizada através de testes de atividade hemaglutinante (AH) utilizando eritrdcitos
humanos (ABO) e sangue de coelho, pelo método de diluicdo seriada. Os ensaios
antibacterianos foram realizados por meio do método de microdiluicdo em caldo para
obtencdo da concentracdo inibitéria minima (CIM) frente a diferentes cepas
bacterianas ATCCs. GuaZuL é uma glicoproteina de aproximadamente 35 kDa que
aglutinou eritrocitos de coelho e humanos com maior especificidade para tipo
sanguineo B e foi inibida pelas glicoproteinas Azoalbumina, azocaseina e caseina. A
lectina foi termoestavel até 100°C, com maior estabilidade em pH 5.0-8.0 e os ions
nao afetaram sua atividade. Na avaliagdo da atividade antibacteriana, GuaZuL
apresentou atividade bacteriostatica e bactericida (CIM: 15,62 ug mLt; CBM: 15,62-
62,5 pg mL?t), frente a Staphylococcus aureus, Escherichia coli, Klebsiella
pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Acinetobacter baumannii. Em concluséo, a
GuazuL é uma lectina obtida a partir das folhas de G. ulmifolia, termoestavel, com
amplo espectro de acdo antibacteriana e com caracteristicas relevantes que permitem

a sua possivel aplicacdo em diferentes processos biotecnoldgicos.

Palavras-chave: proteina; GuaZulL; mutamba; antimicrobiano.



ABSTRACT

Lectins are multivalent proteins (hemagglutinins) found ubiquitously in nature, which
may have catalytic activity, specific recognition of carbohydrates present on the
surface of microorganisms, as well as cytoprotective activity against antigens and/or
pathogens. The objective of this work was to isolate, purify and characterize a lectin
present in the leaf of Guazuma ulmifolia LAM (GuaZuL) and evaluate its antibacterial
activity. The leaves were washed, dried, ground into powder. The crude extract (EB)
was obtained by shaking the powder from the leaves (10%, w/v) for 4 hiin 0.15 M NaCl
solution, followed by centrifugation. Then, the EB was subjected to saline fractionation
with ammonium sulfate, where the 0-40% fraction showed greater hemagglutinating
activity (HA), which was subjected to chromatography by ion exchange (anionic) in
DEAE-Sephadex. The sample was dialyzed and lyophilized and submitted to SDS-
PAGE, and the protein band visualized was called GuaZuL. After this procedure, the
protein was characterized through physicochemical analyzes (temperature, pH and
ions). Lectin detection was performed through hemagglutinating activity (HA) tests
using human erythrocytes (ABO) and rabbit blood, by the serial dilution method. And
the antibacterial assays were performed through the broth microdilution method to
obtain the minimum inhibitory concentration (MIC) against different bacterial strains
ATCCs. GuaZul is a glycoprotein of approximately 35 kDa that agglutinates rabbit and
human erythrocytes with greater specificity for blood type B and was inhibited by the
glycoproteins Azoalbumin, azocasein and casein. The lectin was thermostable up to
100 °C, with greater stability at pH 5.0-8.0, the ions did not affect its activity. In the
evaluation of antibacterial activity, GuaZuL showed bacteriostatic and bactericidal
activity (MIC: 15,62 ug mLt; MBC: 15,62-62,5 ug mL?), against Staphylococcus
aureus, Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa and
Acinetobacter baumannii. In conclusion, GuaZuL is a lectin obtained from the leaves
of G. ulmifolia, thermostable, with a broad spectrum of antibacterial action and relevant
characteristics that allow its possible application in different biotechnological

processes.

Keywords: protein; GuaZulL; mutamba; antimicrobial.
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1 INTRODUCAO

A humanidade tem utilizado as plantas medicinais, através da fitoterapia
tradicional h&d milhares de anos, como base para o desenvolvimento de medicamentos
e para tratamento de diversas enfermidades (Jamshidi-Kia, Lorigooini, Amini-Khoei,
2018). Apesar dos avancos, as infeccdes bacterianas permanecem como uma das
principais causas de mortalidade e morbidade mundial (Kamaruzzaman et al., 2018).
Em 2019, a taxa de mortalidade anual era em torno de 700.000 pacientes acometidos
por infec¢cdes bacterianas associadas a resisténcia antimicrobiana. A Organizacao
Mundial de Saude (OMS) estima que a taxa de mortalidade anual em 2050 sera de 10
milhdes (Gosh et al., 2019).

A rica biodiversidade vegetal distribuida ao redor do mundo, inclui inGmeras
plantas cujo potencial biotecnolégico ainda ndo foi investigado, que podem ser
essenciais para estudos atuais e futuros (Dar, Shahnawaz, Qazi, 2017). Dos
medicamentos antimicrobianos atualmente disponiveis, cerca de 60% séo derivados
de plantas, e cerca de 50.000 espécies sao destinadas para industria farmacéutica e
de cosméticos (Bakal, Bereswill, Heimesaat, 2017; Jamshidi-Kia, Lorigooini, Amini-
Khoei, 2018). A identificacdo de compostos bioativos ao longo dos anos, tem
estimulado estudos com foco em compostos derivados de plantas como fonte de
novos medicamentos.

Lectinas podem ser definidas como proteinas ou glicoproteinas de origem nao
imune que se distinguem de outras macromoléculas pela seletividade na interacao
pelos carboidratos (Figueirba et al., 2017). Vastamente encontrada em plantas, pode
ser extraida de diferentes fontes como sementes, cascas, rizomas, folha. Além de
diversos organismos, incluindo animais, virus, bactérias, cianobactérias, entre outros
(Figueirba et al., 2017; Tsaneva, Van Damme, 2020).

A capacidade das lectinas de reconhecerem carboidratos presentes na
superficie celular de microrganismos, despertou o0 interesse da aplicacdo
biotecnoldgica destas biomoléculas para os mais diversos setores. O estudo da
interagdo carboidrato-lectina, permitiu descobertas quanto as suas propriedades,
incluindo sua atividade imunomoduladora, anti-inflamatoria, antitumoral, inseticida,
nematicidas e antibacteriana (Campos et al., 2016; De Medeiros et al., 2017; Bai et
al., 2018; Camaroti et al., 2018; Gautam et al., 2018; Torres et al., 2019).
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A atividade antibacteriana resulta da capacidade de interacédo entre lectinas e
os carboidratos (lipopolissacarideos e peptideoglicanos) por meio de ligacdes fracas,
como ligagbes de hidrogénio e interac6es hidrofébicas (Lagarda-Diaz; Guzman-
Partida; Vazquez-Moreno, 2017). Essas ligagbes podem resultar na inibicdo do
crescimento, aglutinacdo celular, regulacdo da adesdo e migracdo de células
microbianas, importantes mecanismos para blogueio da invasdo e da infecgéo
(Breitenbach Barroso Coelho et al., 2018).

Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae) € uma planta conhecida popularmente
como mutamba (Dos Santos et al., 2018). Essa planta é encontrada comumente em
paises da América Latina, como no México, Cuba, Guatemala, Honduras, Equador e
Brasil (Pereira et al., 2020). Suas propriedades medicinais ja foram comprovadas
através de estudos in vitro e in vivo e atribuidas a diferentes partes, incluindo sua
folha, flor, fruta, casca do caule e raiz (Felipe et al., 2006; Al Mugarrabun, Ahmat,
2015; Pereira et al., 2019).

Tendo em vista os usos etnobotanicos de G. ulmifolia e seu potencial para a
terapéutica, o presente trabalho teve como objetivos avaliar a presenca de lectina em
folha de Guazuma ulmifolia, purificar, caracterizar, avaliar sua afinidade por
carboidratos e/ou glicoproteinas e estabilidade frente a variac6es de temperatura, pH

e ions divalentes, além de avaliar seu potencial antibacteriano.
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1.1 OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Isolar, purificar, caracterizar e investigar o potencial antibacteriano da lectina presente

na folha da Guazuma ulmifolia LAM.

1.1.2 Objetivos especificos

Obter o extrato bruto da folha da Guazuma ulmifolia LAM;

Purificar parcialmente a lectina da folha da Guazuma umifolia LAM por fracionamento

com sulfato de aménio;

Purificar a lectina através de técnicas cromatogréaficas em resina de troca iénica e gel

filtrac&o;

Caracterizar a lectina isolada por método eletroforético;

Determinar a afinidade da lectina por carboidratos e/ou glicoproteinas;

Avaliar sua estabilidade frente a variacfes de temperatura, pH e influéncias de ions;

Avaliar a atividade antibacteriana in vitro da lectina através da determinacdo da
concentragdo inibitéria minima (CIM) e concentracdo bactericida minima (CBM).
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 LECTINAS

2.1.1 Definicao e classificacao

Lectinas sdo glicoproteinas que contém um dominio de reconhecimento de
carboidrato (CRD- Carbohydrate Recognition Domain) para ligacdo de forma
especifica e reversivel a mono, oligo ou polissacarideos (Figueirba et al., 2017;
Elumalai et al., 2019). O primeiro relato de lectinas foi realizado por Stillmark em 1888
quando ele observou a capacidade de uma proteina, a ricina, de aglutinar eritrécitos
durante um estudo de avaliacdo da toxicidade de extratos de Ricinus communis
(Kennedy et al., 1995). As lectinas foram relatadas primeiramente em plantas, porém
atualmente sabe-se que sao amplamente distribuidas na natureza, sendo encontrada
em animais, virus, bactérias, cianobactérias, entre outros (Loris, 2002; Ferreira et al.,
2011; Coelho et al., 2017).

Quanto a estrutura geral das lectinas de plantas é possivel classifica-las em
merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (Figura 1). As
merolectinas sdo proteinas que contém um unico dominio de ligagéo aos carboidratos.
Devido a sua natureza monovalente, sdo incapazes de aglutinar células ou
precipitacdo de glicoconjugados. As hololectinas, exibem dois ou mais dominios
idénticos de ligacdo a carboidratos, sendo capazes de aglutinar e/ou precipitar
glicoconjugados. A maioria das lectinas de plantas pertence a esse grupo. As
guimerolectinas séo lectinas formadas pela fusdo proteica de duas cadeias diferentes,
onde uma cadeia expde atividade catalitica ou alguma atividade bioldgica diferente da
habilidade de ligacdo aos carboidratos, que atua de forma independente. Por fim, as
superlectinas, que possuem pelo menos dois dominios de ligacdo a carboidratos nao
idénticos, exibindo a capacidade de identificar carboidratos diferentes (lordache et al.,
2015).
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Figura 1 — Classificacéo das lectinas quanto a estrutura.

Merolectina Hololectina

"‘ =y " o -‘ »

Quimerolectina Superlectina

\". v‘"‘—-—w—'fv '*\. s

—a

Fonte: Adaptado de Tsaneva, Van Damme (2020).

As lectinas também podem ser classificadas de acordo com o monossacarideo
ligante, podendo ser lectinas ligadoras de glicose/manose, ligadoras de galactose/N-
acetilgalactosamina, ligadoras de N-acetilglucosamina, ligadoras de L-fucose e

lectinas ligadoras de acido N-acetilneuraminico (Kumar et al., 2012).

2.1.2 Deteccdao e especificidade

Lectinas possuem a capacidade de induzir a aglutinacdo celular, através do
reconhecimento a estruturas de carboidratos presentes na superficie de eritrécitos
humanos e/ou animais através de seus sitios de ligacao (De Juan et al., 2017).

A presenca dessas proteinas € detectada através de um ensaio de
hemaglutinacéo (Correia et al., 2008). Apesar de técnicas mais modernas terem sido
implementadas ao longo dos anos, até hoje a Atividade Hemaglutinante (AH)
permanece como método mais utilizado para deteccdo de lectinas, devido a sua
simplicidade de realizacdo e obtencao de resultado (Paiva et al., 2010; Tsaneva, Van
Damme, 2020).

Ao reconhecer o carboidrato na superficie dos eritrécitos, uma rede reticulada
em suspenséo se forma (Figura 2). Esses eritrocitos podem ser tratados previamente
com enzimas (tripsina, papaina entre outros) ou solucdes quimicas (gluraldeido ou
formaldeido) para o aumento da sensibilidade de aglutinagdo das células a lectina,

além de aumentar a sua viabilidade (Sano, Ogawa, 2014).
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Figura 2 — Representacao esquematica da aglutinacéo de eritrécitos promovida por

lectinas.

e Lectina

& )" Residuos de carboidratos
" L+ da superficie do eritrocito

Fonte: Santos et al. (2014).

Taninos, lipideos e fenodis quando em alta concentracdo podem gerar um
resultado falso positivo. Assim sdo necessarios ensaios subsequentes de inibicdo da
AH por carboidratos distintos (Rudiger, 1998; Correia et al., 2008). Além disso, atraves
do ensaio de inibicdo, é possivel descobrir a especificidade da lectina ao carboidrato,

gue € determinada por aquele que inibe mais efetivamente a AH (Figura 3).

Figura 3 — Representacao esquematica da inibi¢cdo da aglutinagdo promovida por

carboidratos.

$ $ Lectina com sitios de ligagao
inibidos por carboidratos.

#+ Carboidratos Ligantes

Fonte: Santos et al. (2014).
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2.1.3 Purificacédo de lectinas: Fracionamento salino e métodos cromatograficos

A primeira etapa consiste na extracdo da biomolécula a partir do tecido animal
ou vegetal. No caso das plantas, de suas folhas, sementes, cascas, rizomas, entre
outros, que serdo inicialmente triturados para aumento da area de exposicdo da
proteina ao solvente, que pode ser uma solucdo salina ou solucdo tampéao,
submetidos a temperatura, tempo e agitacao controladas (Moure, Sineiro, Dominguez,
2001; Karnchanatat, 2012). A preparacgédo obtida, € centrifugada, e o sobrenadante é
denominado extrato bruto (EB).

Em seguida, o extrato bruto € submetido a um processo de precipitacdo
proteica em diferentes concentragdes de um sal, sendo o sulfato de aménio o0 mais
utilizado, devido a sua alta solubilidade, processo conhecido como salting out (Coelho,
Da Silva, 2000). O sal é utilizado para remoc¢do de contaminantes e outros
constituintes (como polissacarideos no caso das plantas), e purificacdo parcial do EB,
obtendo uma amostra mais concentrada devido a reducdo da solubilidade das
proteinas diante da elevada concentracdo de sais (Karnchanatat, 2012; Wingfield,
2016). A fracdo obtida é submetida a um processo de didlise, através de uma
membrana semipermeavel, onde as particulas grandes, como as proteinas ficam
retidas no saco de dialise, enquanto as menores como sais, passam pela membrana
e permanecem na solucéo (Shi, Lei, 2016).

O método classico que permite a purificacdo final de lectinas, envolve as
técnicas de cromatografia liquida em coluna. Nesse, o contetdo proteico presente em
uma mistura sera dissolvido em um liquido (fase movel), e irdo se separar a medida
que sdo aplicadas numa coluna soélida e porosa (fase estacionaria) (Coskun, Ozlem,
2016). Essas técnicas separam proteinas explorando suas diferencas de polaridade
(cromatografia de troca ibnica), massa molecular (filtracdo em gel), e sua
especificidade (cromatografia de afinidade) (Nascimento et al., 2012; Tsaneva, Van
Damme, 2020).

A cromatografia de troca ibnica se baseia na separacéo de proteinas com base
na sua interacao eletrostatica com a matriz (Figura 4). A proteina ira se ligar a matriz
de carga oposta a ela. A quebra da interacdo pode se dar através da mudanca de pH
ou adicdo de algum sal. Exemplos de matrizes de troca ibnica sdo DEAE-Celulose

(dietilaminoetilcelulose) matriz de troca anidnica carregada positivamente, e a CM-
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Celulose (carboximetilcelulose) matriz de troca catibnica carregada negativamente

(Coskun, Ozlem, 2016).

Figura 4 — Cromatografia de troca ionica.
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Fonte: Adaptado de Santos et al. (2013).

A cromatografia de filtracdo em gel, separa macromoléculas de acordo com o
seu tamanho molecular. A amostra € aplicada no topo de uma coluna constituida por
poros de um polimero insoltvel. Moléculas grandes passam continuamente, enquanto
as menores ficam retidas nos poros. E um método que permite ndo s6 a separacao,
como também permite a caracterizacdo de proteinas quanto ao seu peso molecular
(O’Fagain, Cummins, O’Connor, 2011). Sephadex e Sepharose sdo bastante
utilizados como material da coluna (Determann, Helmut, 2012).

A cromatografia por afinidade explora a principal caracteristica dessa
biomolécula, que é a sua ligacdo especifica e reversivel a carboidratos. A lectina vai
interagir com o0s ligantes que podem ser monossacarideos, dissacarideos,
polissacarideos ou ainda glicoproteinas, imobilizados a matriz (Figura 5). A proteina
de interesse é obtida com alto grau de pureza em uma Unica etapa, alterando as
condicdes de pH e/ou forga ibnica (Paiva et al., 2010; Coskun, Ozlem, 2016). Também
sdo usados para purificacdo de hormonios, enzimas, anticorpos e acidos nucleicos
(Wilchek, Chaiken, 2000).
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Figura 5 — Cromatografia por afinidade.
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Fonte: Adaptado de Santos et al. (2013).
2.1.4 Caracterizagéo de lectinas

Métodos eletroforéticos sdo comumente empregados para separacdo e
caracterizacdo estrutural de lectinas, baseado na migracdo de macromoléculas
carregadas através de uma matriz de gel por meio de um campo elétrico. Os géis de
poliacrilamida geralmente sdo o meio de suporte ideal para eletroforese. Ele atua
como uma peneira molecular, quanto maior for a concentracdo de acrilamida, menor
o tamanho dos poros da matriz, e mais proximas do ponto de origem as proteinas
maiores permanecerdo (Maizel, 2000; Manns, 2011). Uma de suas vantagens € a
separacao e visualizacdo da proteina, permitindo determinar a presenca de distintas
proteinas presentes numa mistura (Westermeier, Reiner, 2014).

O método universalmente utilizado é a eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca do detergente Dodecil sulfato de sédio (SDS) (SDS-PAGE) (Rath et al.,
2009). O SDS promove a desnaturacdo inicial das proteinas, conferindo carga
negativa proporcional a sua massa molecular. Essa etapa é seguida da eletroforese,
gue ira separar as proteinas com base na massa molecular (Manns, 2011). Por ser
submetida a condicbes desnaturantes, ndo requer as condi¢cdes nativas daquela
proteina, revelando assim o grau de pureza de amostras proteicas, composicao de
subunidades, peso molecular, avaliacdo da expressao, dentre outros (Coelho, Da
Silva, 2000; Nowakowski, Wobig, Petering, 2014).
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Diferentes ensaios podem ser realizados para avaliacdo da estabilidade
proteica frente diferentes fatores fisicos e/ou quimicos. A depender das condi¢cdes do
meio em que estdo, proteinas podem perder sua atividade biolégica. Assim, a
estabilidade das lectinas varia quando expostas a diferentes agentes fisicos como
temperatura, agitacao, radiacées, assim como agentes quimicos como acidos, bases,
solventes, detergentes e metais pesados. Esses agentes podem influenciar na quebra
de ligagbes quimicas (pontes de hidrogénio, interacbes de Van der Waals e
eletrostaticas) presentes na estrutura nativa daquela proteina, impedindo a sua

funcionalidade (Moraes et al., 2013).

O pH apresenta um efeito variado sobre as lectinas, podendo ou nao afetar a
sua AH (Wititsuwannakul et al., 1998). Valores de pHs extremos podem induzir a uma
desnaturacao proteica, a partir da exposicao de regifes hidrofébicas, que podera
gerar agregados (por interacao hidrofébica) levando a precipitacdo da mesma (Konozy
et al., 2003). Quanto ao efeito da temperatura, variagcdes bruscas de temperatura
podem levar a sua precipitacdo e a perda de funcdo. Cada proteina apresenta uma
certa estabilidade para determinada temperatura, podendo ser ou ndo desnaturadas
pela baixa ou alta temperatura (Suseelan et al., 2002; Moraes et al.,, 2013).
Adicionalmente, é importante avaliar a funcdo de diferentes ions para as lectinas
exercerem sua atividade biol6gica, principalmente os ions de Ca*?, Mn*?, Mg*. A
ocupacao dos sitios de ligacéo por esses ions gera uma alteracdo na conformacao da
lectina, promovendo o reconhecimento do carboidrato pelo qual tem afinidade.
Algumas lectinas ndo requerem desses ions para sua atividade, pois possuem a
conformacao estrutural necessaria para o reconhecimento aos carboidratos (Zanetti,
2007; Favero et al., 2019). Esses ensaios sdo importantes ndo somente com o intuito
de definir as caracteristicas da molécula, mas para definicdo do melhor parametro que

venha a contribuir na sua futura aplicacao biologica.

2.1.5 Atividade antibacteriana de lectinas

Diferentes proteinas com atividade antibacteriana, antiviral, antifingica ou
antiparasitaria, ja foram isoladas de raizes, sementes, flores, caules e folhas de uma
ampla variedade de espécies de plantas (Montesinos, 2007). Estudos tem priorizado

a investigacdo de compostos antimicrobianos de plantas medicinais, visto que as
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mesmas tém sido uma fonte inestimavel de diversos compostos com utilidade
terapéutica (Khan, Gurav, 2018).

Proteinas ou peptideos antimicrobianos (PAMs) constituem uma classe
heterogénea de proteinas, descritos como componentes importantes do sistema de
defesa das plantas, e surgem como candidatos promissores para combater infeccoes.
As lectinas se destacam, uma vez que podem inibir o crescimento de microrganismos
e/ou serem agentes bactericidas (Barbosa Pelegrini et al., 2011; Sinha, Shukla, 2019).

A atividade antibacteriana das lectinas é resultado de sua interagdo com o acido
teicdico, lipopolissacarideos e peptideoglicanos, constituintes da parece celular
bacteriana (Bourne et al., 1996). Também tem sua acdo através de diferentes
mecanismos, como alteragdo da permeabilidade celular, formacdo de poros e
consequente extravasamento de contetdo extracelular (Mukherjee et al., 2014).

Lectinas antibacterianas ja foram isoladas de animais como Bothrops leucurus
(Dos Santos Nunes et al.,, 2011), Eriocheir sinensis (Huang et al., 2014),
Marsupenaeus japonicus (Zhang et al., 2014), e plantas tais como Eugenia uniflora,
Phthirusa pyrifolia e Myracrodruon urundeuva (Paiva et al., 2010). As lectinas podem
inibir o crescimento celular, através da alteracdo da permeabilidade celular, reducéo
da absorcao de nutriente, formacéo de poros, induzindo a morte celular bacteriana
pelo extravasamento do conteddo extracelular e/ou através da interacdo com
receptores de membrana que promovem respostas intracelulares (Mukherjee et al.,
2014; Procépio et al., 2017).

Além disto, esses compostos apresentam vantagens como menor propensao
das bactérias desenvolverem resisténcia devido ao diferente mecanismo de a¢do em
comparacao aos antimicrobianos utilizados na clinica, e menor custo por ser renovavel
por natureza (Gur, Turgut-Balik, Gur, 2006; Hemaiswarya, Kruthiventi, Doble, 2008;
Hollmann et al., 2018).

2.2 GUAZUMA ULMIFOLIA LAM.

Guazuma ulmifolia Lam., pertencente a familia Malvaceae, € conhecida
popularmente como mutamba ou mutambo, nome de origem Tupi guarani que
significa “fruta dura” (Figura 6). Outras nomenclaturas incluem guacimo, guaxima-
macho, pau-de-bicho, algoddo ou coracdo-de-negro, dentre outros (Nunes et al.,

2015; Castillo-Diaz, Urzedo, Rodrigues, 2019). E uma espécie arbérea tropical, de
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copa larga, de 8 a 16 m de altura em média, podendo chegar até 30 m de altura
(Scalon et al., 2011).

Figura 6 — Guazuma ulmifolia LAM.

Fonte: Castillo-Diaz, Urzedo, Pina (2019).

Com tronco levemente tortuoso, apresenta numerosos ramos, flores amarelas
irregulares, fruto globosos e de cor negra, com muitas sementes pequenas e

esbranquicadas (Figura 7) (Scalon et al., 2011).

Figura 7 — Guazuma ulmifolia Lam. A- Arvore; B- tronco; C- folhas; D e E- Folhas e

flores; F e G- flor; H- frutos verdes; | e J- Frutos maduros (de cor preta); K- secao

transversal da fruta; L- sementes.

Fonte: Pereira et al. (2019).
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Sua época de floracdo varia de acordo com a localidade. No Mato Grosso
acontece de fevereiro a outubro, em S&o Paulo e Minas Gerais de setembro a
dezembro, e em Pernambuco de novembro a abril (Pereira, 2007). No Brasil, pode ser
encontrado do norte a sul do pais, em areas da Amazbnia, Caatinga, Cerrado,
Pantanal e Mata Atlantica e as margens de pequenos cursos de agua (Brandao et al.,
2002; Carvalho, 2006; Castillo-Diaz, Urzedo, Rodrigues, 2019).

Devido as suas caracteristicas de rapido crescimento, tolerdncia a secas
temporérias e resisténcia ao fogo, sdo bastante utilizadas para restauracao florestal
em toda a América Latina (Campos-Filho, Sartorelli, 2015; Pereira et al., 2019). Além
disso, estudos etnofarmacol6gicos descrevem o potencial antidiabético de folhas
(Adnyana, Yulinah, Yuliet, 2013), efeitos hipotensores e vasorrelaxantes da casca do
caule (Magos et al., 2008), atividade gastroprotetora (Berenguer et al., 2007) e anti-
hipercolesterolémica das folhas de G. ulmifolia (Sukandar, Nurdewi, Elfahmi, 2012).
Posteriormente suas atividades antimicrobiana, antioxidante, antiprotozoaria e
cardioprotetora foram comprovados através de estudos in vitro e in vivo (Pereira et al.,
2019).

Assim, G. ulmifolia € uma espécie com uma ampla gama de propriedades
medicinais intrinsecas, pois é uma fonte potencial de compostos fendlicos bioativos,
com potencial exploratério para diversos fins. A investigacdo das possiveis atividades
biologicas das lectinas aumentou nos ultimos anos diante dos resultados positivos

observados pela comunidade cientifica.
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RESUMO

O objetivo desse estudo foi isolar, caracterizar e avaliar a atividade antibacteriana da

lectina da folha de Guazuma ulmifolia LAM (GuaZul). As folhas foram lavadas, secas,
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trituradas até a forma de pd. O extrato bruto (EB) foi obtido por agitacdo do p6 das
folhas em solucéo de NaCl 0,15 M, seguido de centrifugacdo. Em seguida, o EB foi
submetido ao fracionamento salino com sulfato de amoénio, sendo o precipitado
submetido a cromatografia por troca i6nica (aniébnica) em DEAE-Sephadex. A amostra
foi dialisada e liofilizada e submetida a SDS-PAGE, e a banda proteica visualizada foi
denominada de GuazulL Apds esse procedimento a proteina foi caracterizada através
de andlises fisico-quimicas (temperatura, pH e ions). A deteccdo da lectina foi
realizada através de testes de atividade hemaglutinante (AH) utilizando eritrécitos
humanos (ABO) e sangue de coelho, pelo método de diluicdo seriada. O método de
microdiluicdo em caldo foi utilizado para determinar a atividade antibacteriana, a partir
da determinacao da concentracédo inibitéria minima (CIM) e concentracao bactericida
minima (CBM). A lectina foi obtida a partir do extrato da folha com NaCl 0,15M, sendo
submetida a um unico procedimento cromatografico em DEAE-Sephadex e exibiu um
anico pico (~35 kDa), com um fator de purificacdo de 12,23. GuaZuL €& uma
glicoproteina que aglutinou eritrécitos de coelho e humanos com maior especificidade
para tipo sanguineo B, e foi inibida pelas glicoproteinas Azoalbumina, azocaseina e
caseina. Essa lectina foi termoestavel até 100 °C, com maior estabilidade em pH 5.0-
8.0, os ions nao afetaram sua atividade. GuaZuL mostrou ser um agente
bacteriostatico e bactericida frente as bactérias Gram-positivas Staphylococcus
aureus e Staphylococcus aureus resistente a meticilina (MRSA) e as bactérias Gram-
negativas Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e
Acinetobacter baumannii (CIM: 15,62 pug mL1; CMB: 15,62 — 62,5 pg mL1). Assim,
GuaZuL se mostrou uma lectina termoestavel, com amplo espectro de acao
antibacteriana se mostrando como uma promissora opcao terapéutica para o

tratamento de infec¢des bacterianas.

Palavras-chave: proteina, GuaZuL, mutamba, antimicrobiano.

1. Introducéo

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune que se
distinguem de outras macromoléculas pela seletividade na interacdo com carboidratos
através de pelo menos um dominio ndo catalitico (Figueirba et al., 2017). Vastamente

encontrada em plantas, elas podem ser extraidas de diferentes fontes como
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sementes, cascas, rizomas, folha. Além de diversos organismos, incluindo animais,
virus, bactérias, cianobactérias, entre outros (Figueirba et al., 2017; Tsaneva, Van
Damme, 2020).

Lectinas vegetais sdo descritas como componentes importantes do sistema de
defesa das plantas para combater fungos, bactérias e insetos (De Souza Candido et
al., 2011). As lectinas podem inibir o crescimento de microrganismos e/ou serem
agentes bactericidas através da sua interagdo com diferentes glicoconjugados.
(Barbosa Pelegrini et al., 2011; Sinha, Shukla, 2019). Além disso, as interacdes
lectina-carboidrato tém sido associadas a diversas aplicabilidades (Jandu et al., 2017).

Guazuma ulmifolia Lam. (Malvaceae) é conhecida popularmente como
mutamba, e ocorre em quase todo o Brasil (Dos Santos et al., 2018). Devido as suas
caracteristicas de rapido crescimento, tolerancia a secas temporarias e resisténcia ao
fogo, sdo bastante utilizadas para restauracao florestal em toda a América Latina
(Campos-Filho, Sartorelli, 2015; Pereira et al., 2019). Além disso, estudos
etnofarmacologicos jA descreveram o potencial antidiabético de folhas (Adnyana,
Yulinah, Yuliet, 2013), efeitos hipotensores e vasorrelaxantes da casca do caule
(Magos et al., 2008), atividade gastroprotetora (Berenguer et al., 2007) e anti-
hipercolesterolémica das folhas de G. ulmifolia (Sukandar, Nurdewi, Elfahmi, 2012).
Posteriormente suas atividades antimicrobiana, antioxidante, antiprotozodria e
cardioprotetora foram comprovados através de estudos in vitro e in vivo (Pereira et al.,
2019).

O aumento da resisténcia antimicrobiana representa uma crise global, que
ameaca pacientes, o sistema de saude e a economia global. Devido ao arsenal de
fatores de viruléncia e resisténcia, bactérias tem se sucedido em provocar infec¢des
graves (Campos, Antunes, Ferreira, 2020). Embora nos ultimos anos, tenha se
observado a introducédo de novos antibiéticos na pratica clinica, resisténcia a varios
desses agentes também tem sido relatadas (Tamma et al., 2020). Esse cenario
reafirma a necessidade do desenvolvimento/descobertas de novas terapias
antimicrobianas, como uma possibilidade de aliviar a pressédo seletiva da terapia
antimicrobiana tradicional (Morrison, Zembower, 2020).

Apesar do aumento da investigacdo das possiveis atividades biologicas das
lectinas nos ultimos anos diante dos resultados positivos que estas tem apresentado
a comunidade cientifica, ndo foram encontrados na literatura trabalhos sobre lectinas

extraidas de Guazuma ulmifolia LAM. Assim, o objetivo do presente estudo foi a
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purificacdo de uma lectina extraida da folha de G. ulmifolia e investigacdo do seu

potencial antimicrobiano frente a bactérias Gram-positivas e Gram-negativas.

2. Material e métodos

2.1 Material vegetal e preparacdo de extrato

As folhas de Guazuma ulmifolia LAM foram recolhidas na regido rural da cidade
de Vitoria de Santo Antdo, Pernambuco. Elas foram lavadas e secas em estufa a 37
°C, e trituradas com um moinho de facas cegas. Uma suspensao a 10% (p/v) em NaCl
0,15 M foi preparada e a extracdo foi obtida por 4 horas sob agitacdo constante.
Posteriormente, a amostra foi centrifugada a 4 °C a 6.000 x g por 15 minutos e o
sobrenadante resultante, extrato bruto, foi submetido a precipitacao salina com sulfato
de amoébnio na fracdo de 0-40%, 40-70%. Apds a precipitacdo, a amostra foi
centrifugada a 4 °C a 12.000 x g por 20 minutos e o precipitado resultante, foi dialisado
em membrana semipermeavel de celulose em NaCl 0,15 M a 4 °C por 1 hora (Costa
et al., 2010).

2.2 Atividade Hemaglutinante

A atividade de hemaglutinacao (AH) foi realizada em placas de microtitulacao
de 96 pocos utilizando uma suspensao de eritrocitos de coelho ou suspensdes de
sangue humano (A, B, O e AB) (2,5% v / v) anteriormente tratado com glutaraldeido.
Inicialmente, 50 yL da amostra foram diluidos em NaCl 0,15 M e depositadas nos
pocos, em seguida, 50 uL da suspensao de eritrécitos foram adicionados a cada poco.
A AH foi definida como o inverso do titulo que corresponde a menor diluicdo da
amostra que apresentou hemaglutinacdo completa, apos incubacao por 45 min. A AH
especifico foi definido como a razéo entre a AH e a concentracdo de proteina (mg mL-
1). Esta atividade foi realizada apdés cada etapa de purificacdo e testes de

caracterizacao de lectina (Correia, Coelho, 1995).

2.3 Teor de proteina
A dosagem de proteina durante as etapas de extracdo e purificacdo da lectina
foi calculada utilizando o método do acido bicinconinico (BCA), onde 25 pL da amostra

foram adicionados a 200 pL de solugcdo de BCA em uma microplaca e incubado a 37
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°C durante 30 min. As absorbancias foram medidas a 595 nm em um leitor de

microplaca (iMark ™ Microplate Absorbance Reader - Bio Rad) (Smith et al., 1985).

2.4 Purificacdo da lectina de Guazumia ulmifolia LAM

DEAE-Sephadex (5 mL) foi equilibrada com NaCl 0,15 M, e teve seu fluxo
ajustado para 1 mL/min. Apés a aplicacdo da amostra, a coluna foi eluida com o
mesmo tampao de equilibrio. Feito os devidos passos de ativacdo da coluna, com
NaOH 0,1 M e HCI 0,1 M, respectivamente, foi feita a corrida cromatografica, utilizando
uma aliquota de 1 mL de precipitado. A eluicdo do material adsorvido foi efetuada com
NaCl 0,5 M. Fracbes de 1 mL foram coletadas e lidas por espectrofotometria no
comprimento de onda de 280 nm. As fracBes obtidas (ndo-adsorvidas e adsorvidas)

foram reunidas para analise de AH e dosagem de proteinas (Costa et al., 2010).

2.5 Eletroforese em gel

A eletroforese em gel de dodecil sulfato de sodio-poliacrilamida (SDS-PAGE)
foi realizada usando um gel de poliacrilamida a 12% de acordo com o método de
(Laemmli, 1970) e uma amostra de 10 pL, correspondendo a 1000 pg de proteina. A
massa molecular foi calibrada usando um marcador de massa molecular (GE
Healthcare 17044601, Sado Paulo, SP, Brasil) como padrdo. As bandas de proteina

foram detectadas por coloragcdo com Coomassie Brilliant Blue G-250.

2.6 Especificidade para carboidratos e glicoproteinas

A especificidade para carboidratos e glicoproteinas foi avaliada em placas de
microtitulagdo segundo Correia e Coelho (Correia, Coelho, 1995). A lectina (50 pL) foi
diluida em série nas solugdes de carboidratos. Em seguida, foram adicionados 50 pL
da suspensdo de hemacias de coelho a 2,5% (v/v). As placas foram mantidas em
temperatura ambiente por 45 min para avaliar a inibicdo da atividade hemaglutinante.
Os acucares avaliados foram: arabinose, frutose, glicose, galactose, rafinose, lactose
e N-acetil-D-glucosamina, todos a 0,4 M. As glicoproteinas utilizadas a 1 mg/mL foram

azoalbumina, caseina e azocaseina.

2.7 Efeitos de ions divalentes, pH e temperatura

O efeito dos ions divalentes na AH da lectina foi determinada com 10 mM de
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FeOsS, MgSOa4, Na2S203, ZnCl2 e CaCL2. Em seguida, eritrocitos humano tipo B,
foram adicionadas em cada poco, incubadas por 45 min em temperatura ambiente, e
a AH foi avaliada.

A atividade hemaglutinante foi avaliada em eritrocitos humano tipo B, em
diferentes valores de pH e ap0s aquecimento a diferentes temperaturas. O efeito do
pH na AH foi realizado em diferentes solucdes de citrato-fosfato pH 5,0 e 6,0; Tris -
HCI pH 7-9; glicina-NaOH pH 10-12, incubadas por 30 min em temperatura ambiente.
O efeito da temperatura foi avaliado incubando a 70, 80, 90 e 100 °C por 30, 60 e 90

min antes de realizar o ensaio de hemaglutinacéo.

3.0 Avaliacéo da atividade antibacteriana

A atividade antibacteriana foi realizada através da determinacdo da
concentracao inibitéria minima (CIM) utilizando o método de microdiluicdo em caldo
de acordo com o Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI, 2020).
Inicialmente, o caldo Mueller Hinton (CMH) foi adicionado em placas de microdiluigéo.
Em seguida, a lectina foi adicionada por diluicdo seriada para obter as concentracdes
de 0,9 a 500 pg/mL. As suspensdes dos isolados clinicos bacterianos foram ajustadas
na densidade de 0,5 da escala de McFarland, e em seguida, depositadas nos pocos,
obtendo uma concentracéo final de 10° UFC/poco. Posteriormente, as placas foram
incubadas a 35 + 2 °C por 24 h e ap6s a incubacao foi feita a leitura utilizando a
resazurina, um corante de viabilidade celular, e leitura por espectrofotometria
utilizando leitor de placa de Elisa no comprimento de onda de 620 nm (Multiskan FC -
Thermo Scientific). No método da rezasurina 0s po¢os que apresentam coloracao
rosa, indicam crescimento bacteriano, po¢os azuis representam a morte das bactérias,
e 0S poc¢os roxos indicam inibicdo do crescimento bacteriano. A CIM foi determinada
como a menor concentracdo capaz de inibir mais de 90% do crescimento microbiano.
A concentracdo bactericida minima (CBM) foi determinada depois dos resultados de
CIM. Uma aliquota da amostra dos po¢os em que nao houve crescimento foi inoculada
em agar Mueller Hinton (AMH) e as placas foram incubadas a 35 £ 2 °C por 24 h. Apés
este periodo, a CBM foi determinada como a menor concentragdo que nao houve

crescimento microbiano (CLSI, 2020).


http://uniscience.com.br/produto/multiskan-fc-thermo-scientific/
http://uniscience.com.br/produto/multiskan-fc-thermo-scientific/
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4 RESULTADOS E DISCUSSAO

4.1 Isolamento da lectina

O extrato da folha de G. ulmifolia LAM foi obtido a partir da extragdo com
solucéo salina 0,15 M, seguido de fracionamento com sulfato de amdnio em duas
etapas: FO-40% (AH: 1024), F40-70% (AH: 256). A fracdo 0-40% por ter apresentado
maior AH foi escolhida para dar continuidade ao protocolo de purificacédo (Tabela 1).
Diversos estudos utilizam o fracionamento com sulfato de amonio para isolamento e
purificacdo parcial de lectinas, como por exemplos, De Freitas Pires et al., (2019) com
a purificacdo da LCal, lectina da semente de Lonchocarpus campestres, e El-Araby
et al. (2020) na purificacdo e caracterizacdo de lectina extraida da semente de uma
leguminosa egipcia. Além disso, pos precipitagcdo com sulfato de amonio, a AH da
lectina pode se manter estavel apos longo periodo de armazenamento (Kennedy et
al., 1995).

Tabela 1. Etapas do processo de purificacdo de lectina de G. ulmifolia LAM.

Fracédo Proteina aAH b AHE ¢ Purificagéo
(mg mL™?) (AH/mg mL1)
Extrato bruto 52,859 262144 4,95 1.0
F 0-40% 39,93 1024 25,26 1.2
DEAE- 1,057 64 60,54 12,23
Sephadex

a2 AH - Atividade hemaglutinante.
b AHE - Atividade hemaglutinante especifica com eritrécitos de sangue humano
tipo B

¢ Purificacdo — relacéo entre AHE do extrato bruto e da AHE da lectina.

A cada etapa se observa uma reducéo da proteina total e um aumento da
AHE, o que sugere eficiéncia no processo de isolamento e pré-purificacdo da lectina.

Apos purificagéo é possivel observar que a AHE foi 12,23 maior, indicando uma maior
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concentracdo de lectinas. Na sequéncia o precipitado foi submetido a cromatografia
de troca i6nica DEAE-Sephadex, visando separar a lectina de outros compostos.
Onde se obteve uma amostra com uma concentracdo de 1 mg, AHE de 60,54
correspondente a um fator de purificacao de 12,23 vezes (Tabela 1).

Devido o extrato apresentar uma forte pigmentacédo esverdeada, a resina de
troca ibnica também foi utilizada para esse fim, visto que a mesma pode ser usada
para clarificar solu¢éo de extratos (Shi, Lei, 2016). A amostra também foi purificada
em coluna DEAE-Sephadex em sistema de cromatografia liquida de proteina rapida
(FPLC), no qual o cromatograma mostrou 2 picos, o P1 obtido durante a fase néo
adsorvida, e o Pll, adsorvido obtido através do gradiente salino (Figura 8). No entanto,
apenas Pl promoveu aglutinacdo dos eritrocitos, como se pode observar na figura 8,
e esse pico foi chamado de GuaZuL. O P2 por nédo ter AH, foi considerado um

contaminante.

Figura 8. Cromatografia por troca idbnica em DEAE-Sephadex.
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A purificacdo de diferentes lectinas ja foi obtida em apenas uma etapa por
cromatografia de troca ibnica. A EuniSL, lectina extraida da semente de Eugenia
uniflora L, foi obtida por cromatografia de troca ibnica utilizando a matrix DEAE-

Sephadex (Oliveira et al., 2008), e a LMA, lectina extraida da semente de Macrotyloma
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axillare obtida através de cromatografia de troca idnica utilizando a matrix Q-
Sepharose (De Santana et al., 2008).

GuaZul foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida sob condi¢cdes
desnaturantes (SDS-PAGE). Apés coloracdo, o gel evidenciou uma Unica banda
proteica, confirmando a pureza da amostra, que tem aproximadamente 35 kDa. Outras
lectinas com tamanho semelhante foram descritas na literatura, tais como Ddel (38
kDa), glicoproteina extraida da semente de Dypsis decaryi, a SAL (39 kDa), lectina
extraida da semente de Sophora alopecuroides, e a lectina extraida da semente de
Archidendron jiringa (35.7 kDa) (Charungchitrak et al., 2011; Li et al., 2012; Torres et
al., 2019).

4.2 Atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante da lectina foi verificada usando eritrécitos humanos
(A, B, O) e de coelho. O presente estudo observou gque a lectina apresentou AH frente
a todos os tipos de eritrocitos testados, o que indica uma natureza nao especifica de
grupo sanguineo (Tabela 2). A EuniSL também aglutinou de forma ndo especifica
eritrécitos humanos e de coelho (Oliveira et al., 2008). No entanto, GuaZuL
demonstrou preferéncia por sangue do tipo B, evidenciada pelos seu maior valor de
AH, assim como a lectina extraida da semente de Entada rheedii (Naik, Sumar, 2020).
A deteccao de lectinas a partir da aglutinacdo de diferentes grupos sanguineos, se
baseia no reconhecimento de glicoproteinas presentes na superficie de hemacias as
quais a lectinas podem se ligar (Moreira et al., 1991; El-Araby et al., 2020). Essas
diferencas de aglutinacdo podem ser resultado, de um fraco ou de néo
reconhecimento das glicoproteinas presentes na superficie dos eritrocitos pela lectina
(Oliveira et al., 2002).
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Tabela 2. Atividade hemaglutinante de GuaZuL.

Espécies Atividade

hemaglutinante (HA)

Coelho 32

Eritrécitos de sangue

humano
A+ 32
B+ 64
O+ 32
AB+ 32

4.3 Inibicao por carboidratos e glicoproteinas

O ensaio de inibicdo da AH da lectina por acucares e glicoproteinas, mostrou
gue a AH néo foi inibida por monossacarideos ou oligossacarideos (Tabela 3). No
entanto, foi totalmente inibida por trés glicoproteinas (Azoalbumina, azocaseina e
caseina), indicando uma especificidade para acglcares complexos. Assim como a
Ddel, lectina extraida da semente de Dypsis decaryi (Torres et al., 2019), a cMol,
lectina da semente de Moringa oleifera (Santos et al., 2009) e a EuniSL, lectina da
semente de Eugenia uniflora (Oliveira et al., 2008), todas inibidas por carboidratos
complexos. Atraveés desse ensaio, ndo so6 foi possivel identificar a especificidade da
lectina, como também, se confirmou que o agente em questdo responsavel pela

aglutinagéo, era de fato, uma lectina (Rudiger, H., 1998; Correia et al., 2008).



36

Tabela 3. Inibicdo da atividade hemaglutinante por carboidratos e glicoproteinas.

GuaZuL AH 64
Carboidratos: Inibicao
Frutose 64 (NI)
Glicose 64 (NI)
Arabinose 64 (NI)
Galactose 64 (NI)
N-acetil-D-glicosamina 64 (NI)
Rafinose 64 (NI)
Lactose 64 (NI)

Glicoproteinas:

Azoalbumina 0
Azocaseina 0
Caseina 0

Os ensaios foram realizados com eritrocitos humanos tipo B.

*NI: nenhuma inibicdo detectada.

4.4 Efeito dos ions

Segundo Silva e colaboradores (2014), algumas lectinas dependem de ions
metalicos para exercer sua atividade hemaglutinante. Esses ions sdo responsaveis
por estabilizar a ligacdo ao CRD, além de fixar os residuos de aminoacidos que
interagem com o carboidrato ligante (Moreira et al., 1991). Através do ensaio de ions,

se observou a AH néo foi afetada quando na presenca dos ions. No entanto quando



37

incubada com o Ca?*, a lectina teve sua AH reduzida pela metade, diferentemente
qguando na presenca dos ions de Fe?* e Zn?* na qual a AH foi potencializada, sendo
superior ao controle (Tabela 4). Similarmente a cMoL, cuja AH aumentou na presenca
dos ions de Mg?*, Ca?* e K* (Santos et al., 2009). J& a StelLL, ndo foi afetada na
presenca de Ca?* e Mg?* (Gomes et al., 2013). E a CVL, lectina de Chlorella vulgaris,
teve sua atividade fortemente reduzida na presenca dos ions metalicos monovalentes
e divalentes (Na*, K*, Fe?*: Ca?* Mg?* e Zn?*) (Cavalcanti et al., 2021).

Tabela 4. Inibicdo da atividade hemaglutinante por ions divalentes.

ions divalentes (10 mM) Atividade hemaglutinante (AH)
Controle 64

FeS 128

ZnCL2 128

MgSOa 64

Naz2S203 64

CaClz 32

4.5 Efeito do pH

Outro fator relevante no estudo da estabilidade da molécula proteica é o pH.
Assim, se avaliou a AH frente a variacdes de pH, e se observou que a AH da GuazulL
apresentou maior estabilidade na faixa de pH de 5.0-8.0. Similarmente a lectina de
Euphorbia antiquorum (EantH) (5.0-9.0) (Gautam et al., 2018). No entanto, houve uma
gradual diminuicdo da atividade a partir do pH 9.0. GuaZuL ainda reteve 50% da
atividade até pH 11, e 25% em pH 12, diferentemente da lectina de Entada rheedii,
gue perdeu totalmente sua atividade em pHs acima de 10 (Naik, Sumar, 2020).

Proteinas apresentam um pH oOtimo de atuacdo, no qual sua atividade é
maxima. Variagcbes de pH tendem a modificar a carga liquida de proteinas,

promovendo a quebra das ligacdes de hidrogénio que estabilizam a estrutura proteica
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ocasionando a sua desnaturacdo e consequentemente perda de sua atividade
bioldgica (Procopio et al., 2017; Silva et al., 2019).

4.6 Efeito da temperatura

Através do ensaio de estabilidade térmica, verificou-se que a lectina da folha
de G. ulmifolia € uma proteina termoestavel, mantendo sua AH apos aquecimento a
70, 80, 90 e 100 °C por 90 min. Aos 70 °C sua AH permaneceu numa titulacdo de 64
durante todo o tempo avaliado. A 80 °C, a AH foi decrescente, de 256, 128, 64 para
os trés tempos, respectivamente. A 90 °C sua AH foi de 128, 256 e 256, e a 100 °C a
AH permaneceu em 256.

A estabilidade térmica é comumente relatada em lectinas de plantas, como a
DdeL e a CasulL, lectina extraida da folha de Calliandra surinamensis, mantiveram sua
atividade AH apoOs aguecimento em todas as temperaturas testadas (30-100 °C)
(Procopio et al., 2017; Torres et al., 2019). Outras lectinas, como a lectina extraida
de Egletes viscosa (EgviL), tem sua AH reduzida de 128 para 16 quando expostas a
temperatura entre 70-100 °C (Goes et al., 2021). E em geral, essa estabilidade varia
de acordo com a complexidade da estrutura terciaria, grau de dependéncia da
estrutura da proteina nas ligacdes de hidrogénio e grau de glicosilagdo da proteina
(Procopio et al., 2017; Naik, Sumar, 2020).

4.7 Atividade antibacteriana

Os resultados da atividade antibacteriana mostraram que a lectina de G.
ulmifolia possui um amplo espectro de acéo, pois apresentou atividade bacteriostatica
e bactericida in vitro frente a todas as cepas testadas (CIM: 15,62 ug mL?; CBM:
15,62-62,5 ug mL?), atuando de forma néo seletiva frente a importantes bactérias
patogénicas humanas (Tabela 5). A Figura 9 representa os resultados da CIM de
GuaZzul através do método da rezasurina. GuaZulL, por ter potencial oxidante, reagiu

com a rezasurina gerando uma coloracao laranja-avermelhada.
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Faixa de concentracao

0,9 — 500 pug mL*:

Microrganismos CIM CBM
Staphylococcus aureus ATCC 25923 15,62 31,25
Staphylococcus aureus MRSA ATCC 15,62 31,25
33591
Escherichia coli ATCC 25922 15,62 31,25
Escherichia coli NCTC 13864 15,62 62,5
Klebsiella pneumoniae ATCC 13883 15,62 31,25
Klebsiella pneumoniae carbapenemase 15,62 31,25
ATCC 700603
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 15,62 15,62
Acinetobacter baumannii ATCC19606 15,62 15,62

*CIM: Concentracdo inibitéria minima; *CBM: Concentracdo bactericida

minima; ATCC: American Type Culture Collection; MRSA: Stapylococcus aureus

resistente a meticilina; NCTC: National Collection of Type Cultures.
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Figura 9- Resultado colorimétrico da atividade antibacteriana de GuaZuL frente a
Acinetobacter baumannii ATCC19606.

O potencial antibacteriana de Guazuma ulmifolia ja havia sido descrito na
literatura. Em estudo realizado com o 6leo essencial obtido a partir das folhas de G.
ulmifolia, se observou atividade antibacteriana frente a P. aeruginosa ATCC 27853 e,
S. aureus ATCC 29213 (MIC = 62,5 e 125 ug mL™, respectivamente) assim como
frente a isolados clinicos de E. coli e Staphylococcus epidermidis (MIC = 500 e 750
ug mL2, respectivamente) (Boligon, Feltrin, Athayde, 2013). Violante e colaboradores
(2012) avaliaram a atividade antibacteriana do extrato etanolico e diferentes fragbes
resultantes da particdo dos extratos iniciais de G. ulmifolia. O extrato de etanol bruto,
a fracdo hidrometandlica e a fracdo de acetato de etila inibiram o crescimento de S.
aureus ATCC 25923 (CIM: 125, 62,5 e 125 ug mL™?, respectivamente). Além disso, a
fracdo de acetato de etila também apresentou atividade frente a Enterococcus faecalis
ATCC29218 (CIM: 250 pg mL1). Outro estudo conduzido por Camporese e
colaboradores (2003) verificou a atividade dos extratos de hexano e metandlicos da
casca de G. ulmifolia frente a E. coli ATCC 25922 e P. aeruginosa ATCC 27853 (CIM:
2500 pg mL?). No entanto, a lectina purificada, GuaZuL se mostrou um agente
antibacteriano mais eficiente quando comparada a essas outras preparacoes.

Quando comparada com outras lectinas, GuaZuL também apresentou maior
potencial antibacteriano, com valores de CIM menores (CIM = 15,62 ug mL™?), que aos
valores encontrados para a lectina extraida da semente de Sterculia foetida L., planta
da mesma familia que G. ulmifolia, frente a Bacillus subtilis CCT 0516 e P. aeruginosa
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ATCC 8027 e P. aeruginosa ATCC 23243 (CIM = 128 ug mL™1) e frente E. coli ATCC
2536, S. aureus ATCC 25619 e S. aureus ATCC 25925 (CIM = 256 ug mL?) (Braga
et al., 2015). A Ddel, uma lectina com especificidade para glicoproteinas, assim como
a GuaZuL, apresentou uma atividade inibitéria baixa com CIM de 1500 pug mL-frente
a maioria das cepas ATCCs (Torres et al., 2019).

Outras lectinas, se destacam quanto ao seu notavel efeito antibacteriano. A
glicoproteina isolada da semente de Eugenia uniflora (EuniSL) inibiu fortemente o
crescimento de S. aureus, P. aeruginosa e Klebsiella sp. (CIM: 1,5 pg mL™?), e frente
a B. subtilis, Streptococcus sp. e E. coli (CIM: 16,5 ug/mL) e CBM variando de 16,5 a
180 pg mL2. A SteLL, lectina da folha de Schinus terebinthifolius, apresentou atividade
frente a E. coli, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, P. aeruginosa, Salmonella
enteritidis e S. aureus (CIM: 0,45 a 28,75 ug mL*; CBM: 7,18 e 115 ug mL?) (Gomes
et al., 2013).

O reconhecimento entre lectinas e glicoconjugados presentes na parede celular
bacteriana pode resultar na aglutinacéo e/ou inibicdo do crescimento celular, através
de diferentes mecanismos como, alteracdo de permeabilidade celular, inibicdo da
sintese da parede celular, alteracao de funcdo da membrana, alteracdo da sintese de
proteinas e 4cido nucleico, dentre outros (Paiva et al., 2010; Da Silva et al., 2019). No
entanto, através do ensaio de inibicdo, se constatou que a GuaZuL ndo apresenta
especificidade por carboidratos, e sim por glicoproteinas. Desse modo, sua atividade
ndo se deu por meio da interacdo com carboidratos presentes na superficie
bacteriana, e sim por outro mecanismo.

O efeito bactericida de lectinas pode ser uma consequéncia de danos a parede
celular e a membrana (Talas-Ogras et al., 2005). A lectina EuniSL, é capaz de induzir
0 extravasamento de componentes celulares, através da formag¢do de um canal na
membrana (Oliveira et al., 2008). Outro exemplo, é a lectina REG3a do tipo-C, ataca
a membrana formando poros, devido a interacdo eletrostatica entre residuos
catibnicos da lectina e as membranas bacterianas carregadas negativamente
(Mukherjee et al., 2014).

GuaZuL foi coletada apenas na por¢do nao adsorvida, ou seja, apresenta
mesma carga liquida da matriz, carga positiva. Assim a carga positiva da proteina
promove uma interacdo eletrostatica com a carga negativa da parede celular
bacteriana, o que favorece a interacdo da mesma. Entdo semelhantemente a REG3aq,

GuaZuL, possivelmente poderia formar um canal na membrana, que promoveria o0



42

extravasamento de conteudo celular levando assim a morte celular. No entanto, para
confirmacdo do mecanismo, seriam necessarios outros estudos, dentre eles a
microscopia eletronica.

A multidroga-resisténcia € uma caracteristica tanto de bactérias Gram-positivas
guanto Gram-negativas, podendo em algum momento abranger todas as classes de
antimicrobianos clinicamente disponiveis (Giurazza et al.,, 2021). Assim, ha uma
necessidade da busca por agentes bacterianos de amplo espectro, de baixo custo em
comparacao aos antibiéticos convencionais e mecanismo de ac¢do distinto, sendo

assim menos propenso ao surgimento de resisténcia (Lyu et al, 2020).
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4. CONCLUSAO

A GuaZuL é uma nova lectina obtida a partir de folhas de G. ulmifolia, purificada
por métodos cromatograficos, demonstrando ser uma biomolécula, termoestavel, com
amplo espectro de acdo antibacteriano e com suas caracteristicas bioquimicas
descritas. As quais permitem a sua possivel aplicacdo em diferentes processos
biotecnoldgicos e aplicages terapéuticas, em especial frente a importantes bactérias
patogénicas envolvidas em infec¢gbes adquiridas na comunidade e associadas a

cuidados de saude.
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Abstract: Antibiotic monotherapy may become cbsolete mainly due to the continuous emergence
of resistance to available antimicrobials, which represents a magor uncertamty to human health.
Taking into account that natural products have been an inexhaustible source of new compounds
with clinical application, lecting are certainly one of the most versatile groups of protesns used
in beological processes, emerging as a promising alternative for therapy. The ability of lecting to
recognize carbohydrates present on the cell surface allowed for the discovery of a wide range of
activities. Currently the number of antimicrobials in reh and develop does not match the
rate at which resistance mechanisms emerge to an effective antibiotic monotherapy. A promising
therapeutic alternative is the combened therapy of antibiotics with lectins to enhance its spectrum of
action, minimize adverse effects, and reduce resist; o Thus, this review provides an
update on the experimental appl of antibiotic therapies based on the synergic combination
with lectins to treat infections specifically caused by multidrug-resistant and biofilm-producing
Staplnylocuceus wureus, Eschersciia coli, and Psewdomones seruginose. We also briefly discuss current
strategies involving the of the gut microbi its implications for antimicrobaal resistance,
and highlight the potential of lectins to modulate the host im agairst oxidative stress.

Jurkati

L

Keywords: proteins; synengisan bacteria; biofilm

1. Introduction

Worldwide, 57 million deaths are reported per year, of which 14.9 million are attributed
to infectious diseases [1,2]. For years, clinical therapeutic success was achieved; however,
the culture of indiscriminate administration of antiblotics aimed at human bealth and in
agriculture has enabled the dissemination and the acoeleration of microblal resistance,
which has allowed them to evade the actions of the immune system and drugs, becoming
4 challenge for current drug therapy [1]. The spread of antimicroblal resistance (AR)
represents & major challenge and theeat to the future of therapies for various infections [4,5].

In recent years, there has been increasing knowledge of the impact that antibiotics
can have on the intestinal microblota and host immunity response, and how the balance
of gut microblota Is essential to regulate numerous aspects of human physiology [6]. The
imbalance of the microbiota is related to the loss of the protective effects of the microbiota
against pathogens; several metabolic disorders, such as oxidative stress; and the expansion
of the host resistance gene pool, known as “resistome”, which can act as an amplifier of
antimicrobial resistance [7].

In addition to resistance, bacteria have virulence factors that allow infection to per-
sist, such as biofilms [5]. Biofilm can be defined as complex communities, formed by
different microblal cell types, immersed in an extracellular polymeric matrix composed
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