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RESUMO

As lectinas sdo proteinas capazes de se ligar reversivel e especificamente a carboidratos através
de um dominio reconhecedor de carboidratos (DRC). Essas proteinas estdo presentes desde
organismos mais simples até os mais complexos e, em decorréncia dos DRC’s, elas possuem
diversas atividades bioldgicas, incluindo antibacteriana, antifingica, anti-inflamatoria,
inseticida e cicatrizante de feridas cutaneas. O isolamento de lectina a partir de sementes de
Adenanthera pavonina pode identificar principio ativo com potencial uso biotecnoldgico desde
que essa espécie é popularmente conhecida na Asia por seus principios medicinais. O objetivo
da presente dissertacdo foi investigar o extrato salino das sementes quanto a presenca de
proteina e metabolitos secundarios, toxicidade aguda e atividade antimicrobiana e extrair,
purificar, caracterizar estruturalmente e determinar a atividade antimicrobiana da lectina de
semente de A. pavonina (ApSeL). O extrato salino foi obtido a partir da farinha fina do
endosperma das sementes (19:10mL), ap6s homogeneizacdo da mistura, centrifugacéo e coleta
do sobrenadante (extrato). Flavonoides e derivados cinamicos, alcaloides, saponinas,
carboidratos, terpenos e esteroides foram identificados no extrato salino através de técnicas
cromatografia de camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). No
teste de toxicidade aguda, ndo foi observada mortalidade nem alteracBes biogquimicas ou
hematoldgicas nos grupos tratados com o extrato (2000 e 5000 mg/kg) em relacdo ao controle.
A presenca de atividade hemaglutinante (AH) no extrato indicou a presenca de lectinas. A AH
do extrato foi inibida por N-acetilglicosamina, o que levou ao uso da cromatografia com matriz
de quitina para isolamento da lectina. ApSeL foi isolada a partir da eluicdo com &cido acético
1,0 M. ApSeL é uma lectina termoestavel, que necessita da presenca de Ca?* para
hemaglutinacdo e tem sua AH presente na faixa de pH 3-10. Eletroforese para proteinas nativas
béasicas revelou uma Unica banda polipeptidica e a natureza catiénica de ApSeL foi confirmada
por focalizacdo isoelétrica, que demonstrou um ponto isoelétrico (pl) de 8,7. Eletroforese em
condicBes desnaturantes indicou uma massa molecular de 28 kDa. Esta lectina também
apresentou atividade proteolitica, indicando a presenca de um sitio catalitico na sua estrutura.
Tanto a lectina quanto o extrato salino ndo foram capazes de inibir cepas bacterianas, mas
exibiram atividade fungistatica para espécies do género Candida. Em conclusdo, extrato salino
das sementes de A. pavonina apresentou uma diversidade de compostos e baixa toxicidade e é
uma fonte de lectina com atividade fungistatica.

Palavras-chave: Antifingico; Atividade Hemaglutinante; Protease; Toxicidade.



ABSTRACT

Lectins are proteins capable of binding reversibly and specifically to carbohydrates through a
carbohydrate recognizing domain (CRD). These proteins are present from the simplest to the
most complex organisms and, due to CRD’s, they have several biological activities, including
antibacterial, antifungal, anti-inflammatory, insecticide and healing of skin wounds. These
proteins are present from the simplest to the most complex organisms and, due to CRD’s, they
have several biological activities, including antibacterial, antifungal, anti-inflammatory,
insecticide and healing of skin wounds. The isolation of lectin from seeds of Adenanthera
pavonina can identify an active ingredient with potential biotechnological use since this species
is popularly known in Asia for its medicinal principles. The objective of this dissertation was
to investigate the saline extract of the seeds for the presence of protein and secondary
metabolites, acute toxicity and antimicrobial activity and to extract, purify, structurally
characterize and determine the antimicrobial activity of A. pavonina seed lectin (ApSeL). The
saline extract was obtained from the fine flour of the seed endosperm (1g: 10mL), after
homogenization of the mixture, centrifugation and collection of the supernatant (extract).
Flavonoids and cinnamic derivatives, alkaloids, saponins, carbohydrates, terpenes and steroids
were identified in the salt extract using techniques of thin layer chromatography (TLC) and
high performance liquid chromatography (HPLC). In the acute toxicity test, mortality and
biochemical or hematological changes were not observed in the groups treated with the extract
(2000 and 5000 mg / kg) compared to the control. The presence of hemagglutinating activity
(HA) in the extract indicated the presence of lectins. The extract's HA was inhibited by
Nacetylglycosamine, which led to the use of chitin matrix chromatography to isolate lectin.
ApSeL was isolated from the elution with 1.0 M acetic acid. ApSeL is a thermostable lectin,
which requires the presence of Ca2 + for hemagglutination and has its HA present in the pH
range 3-10. Electrophoresis for basic native proteins revealed a single polypeptide band and the
cationic nature of ApSeL was confirmed by isoelectric focusing, which demonstrated an
isoelectric point (pl) of 8.7. Electrophoresis under denaturing conditions indicated a molecular
mass of 28 kDa. This lectin also showed proteolytic activity, indicating the presence of a
catalytic site in its structure. Both the salt extract and the lectin were not able to inhibit bacterial
strains, but exhibited fungistatic activity for species of the genus Criptococcus and Candida,
respectively. In conclusion, saline extract from A. pavonina seeds showed a diversity of
compounds and low toxicity and is a source of lectin with fungistatic activity.

Keywords: Antifungal; Hemagglutinating Activity; Protease; Toxicity.
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1. INTRODUCAO

As lectinas sdo um grupo de proteinas heterogéneas encontradas desde organismos mais
simples até os mais complexos. Elas sdo capazes de estabelecer ligacdes especificas e
reversiveis com mono e oligossacarideos (CAVADA et al., 2018) e a especificidade da ligacdo
possibilita que atuem como moléculas de reconhecimento. As plantas sdo consideradas a maior
fonte de lectinas, sendo possivel extrair e isolar essas proteinas de praticamente toda a sua
anatomia, incluindo as sementes, cascas, folhas, frutos, raizes e tubérculos (SANTOS et al.,
2014).

Diversos estudos descrevem as atividades bioldgicas relacionadas as lectinas, como as
atividades antinociceptiva, anti-inflamatdria, antihemolitica, cicatrizante de feridas cutaneas,
antibacteriana e antifungica (BRUSTEIN et al., 2012; LACERDA et al., 2015; MOURA et
al., 2017; SILVA et al., 2018). As lectinas podem reagir com carboidratos expostos na
superficie das células dos microrganismos, promovendo a atividade inibitéria de crescimento
ou promovendo morte celular (PROCOPIO et al., 2017).

Adenanthera pavonina, popularmente conhecida como Carolina ou falso pau brasil
(OLAJIDE et al., 2004), pertence a familia Fabaceae e subfamilia Mimosideae, sendo uma
espécie nativa da india e China (ORWA et al., 2015). Em alguns paises, A. pavonina é utilizada
na medicina tradicional para o combate de doencas como diabetes, diarreia, hemorragia e
processos inflamatdrios (WICKRAMARATNE et al., 2016). Estudos recentes vém explorando
diversos compostos da A. pavonina, como os polissacarideos presentes na semente, nativos ou
quimicamente tratados, aos quais tem sido atribuida atividade antiviral, apresentando um
potencial valioso para estudos pré-clinicos na terapia anti-herpética (GODOI et al., 2015). Na
Farmacologia, os experimentos realizados com o extrato das sementes de A. pavonina tem
evidenciado as atividades antioxidante, citotdxica para linhagem de células de cancer cervical
e de colon e antimicrobiana (BHADRAN et al., 2017; RODRIGUES et al., 2018).

O uso popular de A. pavonina por suas propriedades medicinais e o fato de lectinas de
plantas apresentarem efeitos benéficos a saide humana, justificam a investigacdo das sementes

dessa planta como fontes de lectina com potencial uso terapéutico.
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2. OBJETIVOS
2.1. Geral

Avaliar extrato salino das sementes de A. pavonina quanto a composicao fitoquimica e
proteica e toxicidade aguda, purificar e caracterizar lectina (ApSeL) a partir desse extrato, e

avaliar o potencial antimicrobiano de extrato e lectina isolada.

2.2. Especificos

e Avaliar extrato salino das sementes de A. pavonina quanto a presenca de metabolitos
secundarios.

e Investigar a presenca de lectinas no extrato salino atraves de ensaio de
hemaglutinacéo.

e Avaliar a toxicidade aguda do extrato em camundongos.

e Purificar a lectina de sementes de A. pavonina (ApSeL) a partir do extrato salino.

e Caracterizar ApSeL quanto a propriedades fisico-quimicas e bioquimicas.

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato e de ApSeL frente a bactérias e fungos
patogénicos de importancia médica.



18

3. FUNDAMENTACAO TEORICA
3.1. Lectinas

Em 1888, Stillmark isolou uma proteina de sementes de Ricinus communis (conhecida
popularmente por mamona) que promovia a aglutinagdo de hemacias de animais; essa
hemaglutinina, denominada ricina, foi uma das primeiras lectinas estudadas. A ricina apresenta
trés dominios sendo dois homologos e ligadores de carboidratos e um terceiro dominio
inativador de ribossomos, que inibe a sintese proteica (SELL, 2008). Atualmente diversos
potenciais biotecnoldgicos dessa proteina sdo conhecidos (JUAN et al., 2017).

Sharon e Lis (2002) definiram lectinas como proteinas que existem em fontes naturais,
com origem ndo imunoldgica e que se ligam de forma especifica e reversivel a carboidratos. A
origem nao imunolodgica e a descoberta de lectinas com distinta composi¢do de aminoacidos,
peso molecular, estrutura tridimensional e caracteristicas fisico-quimicas revelam que elas
diferem dos anticorpos que sdo semelhantes estruturalmente e sdo produtos de uma resposta
imune (PAIVA et al., 2013; GAUTAM et al., 2018). Desta forma, lectinas sdo um grupo de
proteinas ou glicoproteinas que possui ao menos um dominio de ligacdo a carboidratos, o qual
é capaz de estabelecer ligacOes diretas e reversiveis com mono e oligossacarideos (CAVADA
et al., 2018). Essas proteinas sdo encontradas em microrganismos, algas, plantas e animais e
participam de varios processos bioldgicos, tendo suas fungdes determinadas por suas
propriedades estruturais e localizacdo celular (GONG et al., 2018), desempenhando um papel
importante nos mecanismos de defesa tanto em animais quanto em vegetais (HIVRALE;
INGALE, 2013).

Peumans e Van Damme (2001) classificaram as lectinas em merolectinas, hololectinas,
quimerolectinas e superlectinas (Figura 1) de acordo com a estrutura geral e caracteristicas do
dominio de reconhecimento de carboidrato (DRC). As merolectinas apresentam um Unico
dominio de ligagdo a carboidrato, sdo pequenas e monovalentes e, portanto, incapazes de
precipitar glicoconjugados e aglutinar células. As hololectinas possuem dois ou mais dominios
de ligacéo a carboidratos idénticos ou homologos, apresentam-se geralmente como dimeros ou
tetrameros e sdo capazes de aglutinar celulas e precipitar glicoconjugados. As quimerolectinas
apresentam um ou mais dominios de ligacéo a carboidrato e outro sitio de ligacdo, o qual pode
possuir atividade catalitica ou bioldgica independente do DRC; dependendo do nimero de

dominios de ligacéo a carboidrato podem comportar-se como merolectinas ou hololectinas. As
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superlectinas apresentam dois ou mais dominios de ligag&o a carboidratos e podem reconhecer
carboidratos estruturalmente distintos. Essa classe de lectinas também €é considerada um grupo

particular das quimerolectinas por possuirem dois DRCs estrutural e funcionalmente diferentes.

Figura 1. Classificacdo das lectinas de acordo com o dominio de reconhecimento a carboidratos (DRC).

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina
) I )—ao—( ))>©D—2‘< ;>©©<((
RIP tipo 2

Heveina (PDB cod. 1Q9B) CPL (PDB cod. 3U4X) Ricina (PDB cod. 2R2X) BC2L-C (PDB cod. 2XR4)

D>—O Dominio de ligagdo a carboidratos
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Em plantas, as lectinas podem atuar na simbiose com microrganismos, na defesa contra
fitopatdgenos e herbivoros. Além de possuirem importante papel no estresse biotico, as lectinas
também desempenham funcdo no estresse abidtico, incluindo o estresse pela seca (LI et al.,
2014; SAHID et al., 2020).

3.1.1. Purificacéo e caracterizagéo

Lectinas podem apresentar propriedades bioldgicas interessantes do ponto de vista de
salde humana incluindo atividades antinociceptiva, anti-inflamatoria, antihemolitica,
cicatrizante e antimicrobiana (BRUSTEIN et al., 2012; LACERDA et al., 2015). Sendo assim,
as lectinas tém perspectiva de uso biotecnoldgico e farmacoldgico, o que estimula a busca por
fontes naturais destas proteinas. As lectinas sdo isoladas de microrganismos (SINGH; WALIA,;
KENNEDY, 2018; ZHAO et al., 2009), invertebrados (CARNEIRO et al., 2017) e vertebrados

(MANIKANDAN et al., 2017), mas as plantas sdo consideradas 0s organismos que possuem o
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maior teor de lectinas em sua composicao, tornando possivel sua extracdo e isolamento a partir
de toda a anatomia vegetal (SANTOS et al., 2014).

O ponto de partida € um extrato bruto que corresponde a uma solucdo obtida apos a
extracao proteica com solucdo aquosa, salina ou tampédo (SOUZA et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2016; BRITO et al., 2017). O primeiro passo no processo da purificacdo de lectinas é a
deteccdo da presenca dessas proteinas através do ensaio de atividade hemaglutinante. A
hemaglutinagdo ocorre pela formagao de uma rede devido a interacdo dos DRC’s da lectina
com carboidratos presentes na superficie dos eritrocitos (PROCOPIO et al. 2017). A inibicio
da atividade hemaglutinante com carboidratos assegura que ela é devida a presenca de lectina
e nao decorrente de hemolise causada por metabdlitos secundarios, como por exemplo 0s
taninos (NAPOLEAO et al., 2013).

A precipitacdo diferencial de proteinas do extrato utilizando diferentes concentragdes
de sulfato de aménio é eficiente em promover purificacdo parcial e explora uma caracteristica
estrutural relacionada a solubilidade da proteina em meio aquoso. Os processos de aumento e
diminuicdo da solubilidade em decorréncia da adi¢do do sal sdo conhecidos como salting in e
salting out, respectivamente (COELHO; SILVA, 2000). No salting out o processo de adi¢éo de
sal faz com que precipitem algumas proteinas enquanto outras permanecem em solucgdo, essas
proteinas sdo entdo separadas daquelas que continuaram em solucéo por meio de centrifugacao.
Os métodos de precipitagdo de proteinas que empregam acidos ou solventes organicos
(KAJIWARA et al., 2020) s&o menos usados devido a possibilidade de alterarem a

conformacdo nativa da proteina com dano a sua atividade bioldgica.

O extrato ou fragcdo proteica com atividade hemaglutinante, em geral, é submetido a
métodos cromatogréaficos (Figuras 2, 3 e 4) visando isolar a lectina presente. Os procedimentos
de purificacdo de lectina podem incluir cromatografia de troca i6nica (Figura 2), excluséo
molecular (Figura 3) e afinidade (Figura 4) que tem como critérios de separacdo carga, massa
molecular e especificidade a carboidrato, respectivamente (COELHO et al., 2012, SANTOS et
al., 2013). As técnicas de cromatografia liquida rapida de proteinas (CLRP) e de alta eficiéncia
(CLAE) sao utilizadas geralmente como etapas finais do processo de purificacdo para
determinacdo da homogeneidade (grau de purificacdo) e da massa molecular nativa da lectina
(WONG; NG, 2003, JIANG et al., 2009).



Figura 2: Representacdo esquematica de cromatografia de troca i6nica.

Amostra
proteica

P

=S

By
—J

Resina com

2N grupos funcionais
carregados

positivamente.

|

o0

Proteinas com
mesma carga da
resina sdo eluidas
primeiro.

Fonte: Proprio autor (2020)

Jui

o0

0
@

Proteina de carga
positiva

Proteina de carga
negativa

Proteinas com carga
diferente da resina séo
eluidas modificando as
caracteristicas do
meio, como pHe
concentracdo salina.

Figura 3: Representacéo esquematica de cromatografia de exclusdo molecular.
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Figura 4: Representacdo esquematica de cromatografia de afinidade.
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3.1.2. Atividade antifungica

As lectinas podem inibir o crescimento e sobrevivéncia de ampla variedade de
microrganismos patogénicos e, portanto, estas proteinas sdo elencadas como candidatas para a
prevencdo e tratamento de infeccdes (SILVA et al., 201; JIN; LEE; HONG, 2018). O sitio de
ligacdo aos carboidratos das lectinas é fundamental para a atividade antimicrobiana,
considerando que os microrganismos expressam diferentes carboidratos na superficie celular
que podem ser alvos de ligagéo das lectinas (CHARUNGCHITRAK et al., 2011).

Os mecanismos moleculares da ac¢éo da atividade antifungica das lectinas s&o menos
elucidados, quando comparados aos estudos com atividade antibacteriana (DEL RIO et al.,
2020). Entretanto, € pressuposto que a capacidade de inibir o crescimento fangico € referente
ao reconhecimento de carboidratos especificos na parede celular (DANG; VAN DAMME,
2015). A parede celular fangica é composta de quitina (polimeros de N-acetilglicosamina),
glucanos, celulose e manoproteinas (Figura 5), que exercem papeis na interacdo com células

hospedeiras, intermediando processos, como a adeséo ou fagocitose, 0s quais possuem extrema
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importancia no desenvolvimento do quadro infeccioso (ARANA et al.,2009). Desta forma,
alteracOes na estrutura da parede possibilitam a inibicdo do crescimento fungico ou previnem

sua interacdo com a célula hospedeira, diminuindo a patogenicidade (LIMA et al.,2019).

Figura 5: Esquema da parede e membrana celular de fungos.
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A quitina desempenha uma funcdo crucial para atividades biolégicas das lectinas, pois
ela estd ausente em células humanas, o que torna esse polissacarideo um alvo favoravel aos
compostos antifungicos (CAMPQOY; ADRIO, 2016). As lectinas também podem desencadear
estresse oxidativo, colapso energético (SILVA et al.,2018), adentrar nas células fungicas e
bloguear enzimas que atuam na sintese de polimeros de formacdo da parede celular
(GAIDAMASHVILI; VAN STADEN, 2002).

Candida é um dos géneros investigados nos testes de atividade contra fungos
patogénicos para seres humanos, haja visto que elas podem ser patégenas oportunistas em casos
como desequilibrio da microbiota e de imunocomprometidos. Esse género possui mais de 200
espécies, porém, as mais relevantes para a satde sdo: C. albicans, C. glabrata, C. tropicalis, C.
krusei e C. parapsilosis (SPAMPINATO; LEONARDI, 2013).

Silva Neto et al. (2017) demonstraram que a lectina de sementes de Moringa oleifera,
Mo-CBP2, inibiu o crescimento de C. krusei, C. albicans, C. tropicalis e C. parapsilosis, com
os valores de concentracdo inibitéria minima (CIM) variando de 9,45 a 37 uM. Mo-CBP2
alterou a permeabilidade da membrana celular de C. albicans e os autores observarem que Mo-
CBP2 promoveu a geracao de Espécies Reativas de Oxigénio (ROS), mecanismo de acéo que

é semelhante ao antifungico Nistatina, que também comprometeu a membrana celular e
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aumentou niveis de ROS em C. albicans. Esta lectina também apresentou efeito anti-Candida
através de interacdo do material genético do fungo e atividade semelhante a DNAse 1.

A lectina Helja, extraida das sementes de Helianthus annus, espécie conhecida
popularmente como girassol, inibiu o crescimento de C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis
(DEL RIO et al., 2019). Assim como Mo-CBP2, também induziu a produgéo de ROS e alterou
a permeabilidade da membrana fungica. Del Rio et al. (2019) constataram que Helja interage
com as manoproteinas da parede celular, assim como inibem a transicdo da morfologia de
leveduras para filamentos. MaL, lectina das sementes de Machaerium acutifolium, reduziu o
crescimento das mesmas cepas que Helja, entretanto, MaL possui especificidade por N-acetil-
D-glicosamina, o que pode explicar a reducédo da viabilidade celular através da ligacdo a quitina
(DIAS et al., 2020).

Ferreira et al. (2018) também apresentaram uma lectina antifangica. ApuL, lectina de
inflorescéncia de Alpina purpurata, obteve efeito fugiostatico para C. albicans e C. parapsilosis
com CIM de 200 e 400 pg/mL, respectivamente. Através de analise com microscopio de
varredura, foi observado que ApulL ocasionou malformac@es nas células de Candida. ApuL
também apresentou efeito sinérgico com fluconazol e atividade antibiofilme. CasuL, lectina de
foliololos de Calliandra surinamensis, foi testada contra quatro cepas de Candida e possuiu
atividade apenas para C. krusei, com CIM de 125 pg/mL e concentracdo fungicida de 250
pug/mL. Por meio da microscopia, foi verificado que ocorreu mudancas conformacionais
intensas nas células de C. krusei, além da existéncia de restos celulares e células rompidas.
PeRoL, lectina da raiz de Portulaca elatior, foi fungicida para C. albicans, C. parapsilosis, C.
krusei e C. tropicalis, com a concentragdo fungicida minima de 16 pg/mL (SILVA et al.,2019).

A lectina PgTel, obtida da sarcotesta de Punica granatum, também apresentou

atividade fungiostéatica para C. krusei e C. albicans (SILVA et al., 2018). As concentracdes
ClIMso, %2CIMso, ¥4 ClIMsp exibiram uma forte inibicdo do nivel de ATP, revelando que as
células tiveram suas funcdes prejudicadas. PgTeL tambem afetou o estado redox das células,
desencadeando peroxidacao lipidica. Tanto a inibicéo de niveis de ATP quanto a peroxidacao
lipidica estdo associadas a deformidades estruturais e funcionais, atraves da observacdo a
morfologia das células de C. albicans e C. krusei foi possivel verificar que a lectina ocasionou
alterac6es morfoldgicas drasticas, indicando que ocorreu a indugdo do desequilibrio osmético
e desordem nas membranas celulares, bem como colapso energético e morte celular por lise

(SILVA et al.,2018).
O potencial antifingico de lectinas contra fitopatdgenos tem sido relatado através da

investigacdo do efeito dessas proteinas em interacdo com hifas, desencadeando uma inibigéo
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no crescimento e prevenindo a germinacao de esporos (COELHO et al.,2017). As lectinas das
sementes de Artocarpus integrifolia e Artocarpus incisa, Jackin e frutackin, respectivamente,
proporcionaram a inibicdo da germinagdo de esporos de Fusarium moniliforme com CIM de
2,25 mg/mL; essa atividade pode ter acontecido pela ligagédo da lectina a quitina, prejudicando
0 desenvolvimento das hifas e impedindo que os micélios formados produzissem esporos
(TRINDADE et al.,2006).

A lectina de Phaseolus lunatis (lunatin) apresentou atividade antifingica para 0s
fitopatdgenos Sclerotium rolfsii, Physalospora piricola, Fusarium oxysporum e Botrytis
cinérea (WU et al., 2016). As lectinas das sementes de Pisum sativum, Astragalus mongholicus
e Annona muricata inibiram o crescimento de Aspergillus flavus, Trichoderma viride, F.
oxysporum, B. cinerea, F. oxysporum e Drechslera turcia (SITOHY; DOHEIM; BARD, 2007,
YAN et al.,2005).

Deste modo, as lectinas possuem um potencial antifungico de relevancia para a saude e
agricultura, tornando-se um alvo para pesquisas que visam uma alternativa natural para os

antiflngicos e sua crescente resisténcia.

3.2. Adenanthera pavonina L.

Adenanthera pavonina L. é uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae e
subfamilia Mimosoideae. E uma espécie nativa da Asia, porém disseminada por todo o mundo
(OLAJIDE et al., 2004). E caracterizada por ser uma espécie caducifélia, com altura variavel
de 18 a 24 m, tronco ereto, com 60 cm de didmetro e com a particularidade de possuir uma
semente com tegumento vermelho vibrante e casca bastante rigida (PANDHARE et al., 2012).
Mundialmente é conhecida como sandalo vermelho indiano, arvore de contas ou arvore coral.
No Brasil € uma espécie comum e popularmente denominada de arvore-de-bico-vermelho,
carolina, olho de pombo e olho de dragdo. As suas denominagles geralmente sdo em
decorréncia da peculiaridade da semente de coloragéo vermelha (Figura 6).



26

Figura 6: Sementes de Adenanthera pavonina L.

Fonte: Proprio autor (2020)

E uma espécie utilizada em sistemas agroflorestais para que atue como adubo verde,
forragem animal e melhoramento do solo (PRACIAK, 2013). Em decorréncia de suas
caracteristicas botanicas e visuais, essa espécie € comumente usada como ornamental em
jardins e florestas urbanas, assim como em artesanato (PRACIAK, 2013).

A. pavonina ¢ uma planta relevante na Asia tropical, Africa e diversas ilhas no Pacifico
e regibes caribenhas (GODOI et al., 2014) por suas a¢Ges farmacol6gicas e nutricionais
(AFOLABI et al., 2018, GODOI et al., 2014, MONIRUZZAMAN; KHATUN; IMAM, 2015).
As folhas séo usadas para inflamacao e reumatismo (MONIRUZZAMAN; KHATUN; IMAM,
2015). A semente tem sabor semelhante a soja e é utilizada na alimentacdo de seres humanos e
animais. A populacdo consome as sementes, as quais sao altamente nutritivas devido ao alto
teor de aminoacidos essenciais e ndo proteicos, acido gama-metileno-glutamico e o gama-
metileno-glutamina (OWOEYE et al., 2017). O nucleo da semente possui uma gordura amarela
palida, que é constituida de acidos palmitico, araquidonico, lignocérico, oleico, linoleico,
eicosanoico e octacosanoico e de estigmasterol e seu glucosideo e dulcitol (PANDHARE et al.,
2012). Alem disto, uma analise do dleo extraido das sementes revelou a presenca de saponinas,
alcaloides, terpenoides, alto teor proteico, fibra bruta, manganés e ferro (OWOEYE et al.,
2017).

Os tecidos de A. pavonina sdo vastamente estudados com relagdo aos seus compostos e
diversas propriedades biologicas com relevancia nutricional, biotecnologica e farmacoldgica ja

foram reportadas (Tabela 1).



Tabela 1: Atividades bioldgicas de acordo com a anatomia vegetal de Adenanthera pavonina.

Autores

ANo

Tecido/6rgédo

Propriedade
bioldgica

Moniruzzaman
et al.

Wickramaratne;
Puchihewa;
Wickramaratne

Vasavi; Arun;
Rekha

Bhadran et al.

Sasaki et al.

Afolabi et al.

Owoeye et al.

2015

2016

2015

2017

2015

2018

2017

Folha

Folha

Folha

Caule

Semente

Semente

Semente

Atividade
antinociceptiva

Atividade
antioxidante e
antidiabética

Atividade anti-
Quorum Sensing

Atividade
antioxidante,
atividade
citotoxica para
linhagem de
células de cancer
cervical e de
colon

Atividade
larvicida contra
Aedes aegypti

Producdo de pro-
leite com altos
valores
nutricionais e
atividades
bioquimicas
relevantes na area
de doencas
neurologicas,
como 0
desenvolvimento
de Alzheimer.

Caracterizagédo do
0leo da semente e
importancia
nutricional,
apresentando alto
nivel de proteinas
(27,72%) e fibra
bruta (5,82%).
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Godoi et al.

Godoi et al.

Marques et al.

Melo et al.

Rodrigues et al.

Atividade
antiviral do
polissacarideo
2014 Semente sulfatado
(SPLSAp) contra
0 poliovirus tipo
1 (PV-1)

Atividade
antiviral do
polissacarideo
sulfatado
(SPLSAp) e
nativo (PLSAp)
frente ao virus do
herpes simplex
(HSV)

Atividade
antioxidante e
antiviral contrao
virus da dengue
de sorotipo
DENV-2

2015 Semente

2015 Semente

Caracterizacdo de
um biopolimero
de galactomonana
(Atividade
antioxidante,
toxicidade)

2018 Semente

Atividade
antimicrobiana
(Escherichia coli,
Klebsiella
oxytoca,
Klebsiella
pneumoniae,
Serratia
marcesens,
Klebsiella
pneumoniae
KpC+e
Staphylococcus
aureus) e
citotoxica do
peptideo
adevonin

2018 Semente

28
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Koodalingam et
al.

Araujo et al.

Rechenchoski et
al.

Oliveira et al.

Almeida et al.

Huml et al.

2016 Semente
2019 Semente
2019 Semente
2019 Semente
2020 Semente
2020 Semente

Atividade anti-
inflamatoria

Atividade
antioxidante e
antiproliferativa
(linhagens
tumorais de
préstata e rim)

Atividade
antiviral do
polissacarideo
sulfatado (SPAp)
contra cepas de
herpes simplex
resistente e
sensivel a ciclovir

Atividade
inseticida de
ApKTI para

Plodia
interpunctella
Peptideo
antimicrobiano
contraE. coli, K.
oxytoca, K.
pneumoniae, P.
aeruginosa, S.
aureus, Candida

albicans e

Candida

tropicalis.

Analise
nutricional e de
compostos
capazes de
reduzirem riscos
de saude
relacionados ao
excesso de peso e
a obesidade.

Fonte: Proprio Autor (2019)

As folhas de A. pavonina apresentam atividade antinociceptiva. Moniruzzaman e

colaboradores (2015) demonstraram que o extrato etanolico aumentou significativamente o

tempo de permanéncia dos animais em placa quente e o tempo de retirada da cauda e diminuiu

as contorcOes abdominais induzidas por &cido acético. O estudo também revelou que o extrato
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inibiu as respostas nociceptivas nas duas fases do teste da formalina e que receptores opioides
estavam envolvidos no efeito.

As folhas de A. pavonina possuem propriedades interessantes do ponto de vista de
tratamento do diabetes mellitus tipo II. O extrato metandlico inibiu a a-amilase com
concentracdo inibitdria de 50% (Clso) de 16,16 ug/mL e inibiu a absorc¢éo de amido. A Clso do
extrato foi similar aquela do acarbose (18,63 ug/mL), medicamento utilizado no tratamento da
diabetes (WICKRAMARATNE; PUCHIHEWA; WICKRAMARATNE, 2016). O estudo
também revelou que fracdes obtidas a partir de extratos etandlicos e aquosos das folhas
apresentaram atividade antioxidante pelo método de captura do radical DPPH (2,2-difenil-1-
picril-hidrazil) (WICKRAMARATNE; PUCHIHEWA; WICKRAMARATNE, 2016).

As folhas de A. pavonina também possuem efeito antibacteriano. Extrato etandlico
apresentou atividade anti-quorum sensing (QS) contra a cepa PAOLl de Pseudomonas
aeruginosa, inibindo completamente a producdo de piocianina e atividades proteolitica e
elastolitica (VASAVI; ARUN; REKHA, 2015). As bactérias produzem e liberam moléculas de
sinalizacdo quimica, chamadas de sinais auto-indutores, que fazem parte do processo
denominado QS, que media a comunicacao interespécies ou intraespécies. A concentracao de
tais moléculas aumenta proporcionalmente a densidade da populacdo celular. O QS bacteriano
permite que um determinado grupo de células regule uniformemente a expressdo génica e este
processo é relevante para a formacdo de biofilme, troca de genes e expressdo de fatores de
viruléncia (WATERS et al., 2005).

Extrato metandlico do caule de A. pavonina foi avaliado por Bhadran et al. (2017)
guanto a constituintes e atividades bioldgicas. Dezessete compostos foram detectados por
cromatografia gasosa acoplada a espectrometria de massas (CG-EM), os principais foram:
nitrato de isobutila; 3,4-hexanodiona; acido oxalico butil propil éster; isonitropropano; acido
oxdlico; alipentil éster; 1,3-dioxolano; 2-benzil-1,3-dioxolano; ciclopentasiloxano; [
(2,4,4,6,6,8,8,8-heptametilciclotetrasiloxan-2-il)oxiJnonametil-;  2-heptil-1,3-dioxolano; 3-
etoxi-1,1,1,7,7,7-hexametil-3,5,5-tris tetrasiloxano; &acido maldnico; bis (2-trimetilsililetil
éster,); acido acetico; [o- (trimetilsiloxi) pentil]-; trimetilsilil éster; metil-alfa.-
dribofuranosideo; 3-metilmanosideo; 2,3,4,5-tetrahidroxipentanal e metil 4-o-metil-d-
arabinopiranosideo. A atividade antioxidante foi determinada utilizando os métodos de captura
dos radicais livres DPPH e ABTS [acido 2,2'-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico)]. Esse
extrato também reduziu a viabilidade de células de cancer cervical (HeLa) e de colon (HCT116)

com concentracdo que inibe o crescimento celular em 50% (Clso) de 25,86 pug/mL e 39,89
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pg/mL, respectivamente. O estudo também mostrou que o extrato causou a parada na fase G2-
M do ciclo celular.

As sementes de A. pavonina foram utilizadas para a producdo de extratos aquoso e
metanolico e foi avaliado o efeito citoprotetor e anti-inflamatério dos extratos em macrofagos
peritoneais de ratos estimulados por lipopolissacarideos (LPS) (KOODALINGAM et al.,
2015). O estudo avaliou a producdo de anion superéxido por macrofagos estimulados por LPS
pré-tratados ou ndo com os extratos. Alta concentracdo de espécies reativas de oxigénio foi
detectada em macrdfagos ndo tratados, enquanto os dois extratos inibiram significativamente a
geragdo de anion superdxido. Os autores concluiram que a propriedade citoprotetora dos
extratos pode ser Gtil no combate de doencas inflamatorias.

Aradjo e colaboradores (2019) avaliaram o efeito antioxidante e antiproliferativo da
farinha de semente de A. pavonina tratada com amilase, celulase e protease. Os autores
demonstraram aumento de atividade antioxidante e antiproliferativa sobre linhagens tumorais
de prostata (PC-3) e rim (786-0) e sugeriram ser isso devido ao aumento de disponibilidade de
compostos fendlicos.

O leite vegetal produzido a partir das sementes de A. pavonina foi avaliado quanto ao
seu valor nutricional e toxicidade apds administracdo diaria por 14 dias em camundongos
(AFOLABI et al., 2018). O leite, em comparacdo ao leite de soja, apresentou maior
concentracdo de proteinas (36,14%), Mg (96 mg/L), Ca (441 mg/L), K (190 mg/L), Na (64
mg/L) e Cu (55 mg/L) e menor concentracdo de Mn (0,004 mg/L) e das vitaminas A
(indetectavel), C (1,87 mg/100g) e E (12 mg/100g). A toxicidade do pro-leite foi feita atraves
de sua administracdo diaria por 14 dias em camundongos e avaliacdo de acetilcolinesterase,
citocromo P450 e as ATPases (Ca?*-ATPase e Mg?*-ATPase). Os dados experimentais obtidos
demonstraram que o leite tem valor nutricional pois aumentou a concentracdo de proteinas em
todos os oOrgdos (menos o cérebro). O extrato promoveu diminuicdo na atividade da
acetilcolinesterase no figado, intestino, coracdo e rim. A acetilcolinesterase degrada o
neurotransmissor acetilcolina que tem importancia impar na memoria, pensamento, atividades
comportamentais e psicologicas. Caso ocorra um aumento da acetilcolinesterase existe um
declinio direto desse neurotransmissor, 0 que pode levar a doencas associadas a disfuncoes
neuronais (POLACHINI et al., 2014). A pesquisa de Afolabi et al. (2018) indica que &
recomendavel a fortificagdo de vitaminas no pro-leite durante sua produgéo e que o leite tem
efeitos promissores do leite na area de doencas neuroldgicas.

Huml et al. (2020) investigaram 0s nutrientes e compostos de sementes torradas e cruas

de A. pavonina. As analises mostraram que os acidos lignocérico, linoléico e oléico foram os
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mais abundantes no 6leo das sementes cruas e torradas, e que as suas quantidades em formas
insaturadas foram maiores que saturadas. Ainda, foi indicado que as sementes séo fontes ricas
de vitamina E e &cido salicilico. Em decorréncia de seus compostos, esse alimento é um
potencial para a reducdo do risco de excesso de peso e doengas relacionadas a obesidade.

Owoeye et al. (2017) investigaram o 6leo da semente de A. pavonina e determinaram
que ele é rico em proteinas (27,72%) e fibra bruta (5,82%), tem pH 5,96 e possui teor de
umidade, matéria organica e carboidratos de 13,34%, 97,49% e 54,36%, respectivamente. A
caracterizacdo mineral revelou a presenca de manganés e ferro.

Os inibidores de tripsina séo ferramentas utilizadas pelas plantas contra parasitas e, uma
vez isolados, podem ser direcionados para aplicacdes biotecnoldgicas. A atividade larvicida do
inibidor de protease de A. pavonina (ApT]I) frente a Aedes aegypti foi testada por Sasaki et al.
(2015). Os resultados mostraram que enzimas digestivas larvais ndo foram capazes de degradar
0 inibidor e que ele retardou o tempo de desenvolvimento larval, bem como, causou
degeneracdo dos microvilos das células epiteliais da regido posterior do intestino médio,
hipertrofia das células gastricas e aumento do espaco ectoperitrofico.

O inibidor de tripsina das sementes de A. pavonina (ApKTI) apresentou atividade
larvicida contra uma praga nociva a produtos que ficam em armazenamento, a traca Plodia
interpunctella. ApKT]I prejudicou o processo digestivo das larvas, acarretando na morte antes
delas atingirem o estagio de pupa (OLIVEIRA et al., 2019).

As sementes contém carboidratos bioativos. O polissacarideo quimicamente sulfatado
denominado SPLSAp apresentou atividade antiviral (Clso de 1,18 pg/mL) contra o poliovirus
tipo 1 (PV-1) em cultura de células HEp-2 (GODOI et al., 2014). SPLSAp e o polissacarideo
nativo de A. pavonina (PLSAp) foram testados como potenciais compostos de terapia anti-
herpética para o virus do herpes simplex (HSV). Ambos tiveram atividade antiviral, entretanto,
0 SPLSAp apresentou um resultado mais significativo. Através das técnicas de reacao de cadeia
da polimerase (PCR) e ensaio de imunofluorescéncia (IFA) foi possivel verificar a inibi¢do da
sintese de DNA e proteinas virais ocasionada por SPLSAp, demonstrando que esse composto
conseguiu inibir HSV-1 em distintas fases de replicagéo (GODOI et al., 2015).

Rechenchoski et al. (2019) também trabalharam com o polissacarideo sulfatado das
sementes de A. pavonina (SPAp) e investigaram sua acéo in vivo contra virus de herpes simplex
resistentes e sensiveis a aciclovir. O SPAp demonstrou uma Clsode 0,49 pg/mL e 0,54 pg/ mL
para a cepa sensivel e resistente, respectivamente. Os autores demonstraram que 0s
camundongos que receberam o tratamento com SPAp tiveram um retardo no desenvolvimento

e progresséo das lesdes cutaneas quando comparados ao grupo controle.
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Outro carboidrato com atividade bioldgica presente em sementes de A. pavonina é o
galactomanano (GAP). Marques et al. (2015) extrairam e isolaram o galactomanano a partir do
endosperma das sementes e em seguida sulfataram o mesmo e avaliaram suas bioatividades.
GAP sulfatado (25, 50 e 100 pg/mL) ndo foi citotoxico frente as células Vero, apresentou
atividade antiviral (atividade inibitoria de 77%) contra o virus da dengue de sorotipo DENV-2
na concentragdo de 25 pg/mL e foi um agente antioxidante sequestrando o radical DPPH. E
importante ressaltar que a infec¢éo viral acarreta profundas mudancas no metabolismo do corpo
que levam a geracdo de espécies reativas de oxigénio e, portanto, pode melhorar a
patogenicidade da infeccdo. Sendo assim, a utilizacdo do antioxidante pode auxiliar na
prevencdo ou na progressao da doenca viral, o que faz do GAP sulfatado de A. pavonina um
importante composto contra a o sorotipo DENV-2 (MARQUES et al., 2015)

Melo e colaboradores (2018) utilizaram a semente de A. pavonina para extrair um
heteropolissacarideo galactomanano e avaliaram seu potencial como biopolimero através da
caracterizacdo de suas propriedades térmicas, fotoestabilidade, atividade antioxidante e
toxicidade. Esse estudo demonstrou resultados significativos de atividade antioxidante pelo
método do DPPH. Em relacdo a toxicidade, foi realizado um bioensaio com uma espécie de
crustaceo (Artemia salina L.), o qual indicou que o biopolimero ndo é tdxico. O GAP foi
fotoestavel frente a irradiacdo UV. Todos esses resultados sdo comercialmente atraentes e
sugerem a aplicacdo nas industrias alimenticia e farmacéutica.

O surgimento de espécies bacterianas resistentes aos antibiéticos disponiveis
comercialmente tem estimulado a busca por proteinas naturais com atividade antibacteriana
(SILVA et al., 2019; SILVA et al., 2018). As sementes também tém o inibidor de tripsina
denominado ApTI e a sequéncia aminoacidica dele foi utilizada por Rodrigues et al. (2018)
para a formacdo de um peptideo contendo 18 residuos de aminoacidos. Rodrigues e
colaboradores (2018) efetuaram alteraces nos residuos e suas localiza¢Bes visando construir 0
peptideo adevonina com carga liquida positiva e uma porcao hidrofébica e determinaram sua
atividade antibacteriana. Adevonina inibiu o crescimento de cepas Gram-positivas e negativas
com CIM variando de 1,86 a 7,35 pM. A atividade antimicrobiana da adevonina foi ainda
avaliada contra uma cepa de Klebsiella pneumoniae produtora de carbapenemase. A CIM da
adevonina contra K. pneumoniae foi de 25,6 yuM, em contraste, 0 antibidtico comercial
Imipenem ndo foi capaz de controlar o crescimento bacteriano na concentragdo de 250 pM
(RODRIGUES et al., 2018). Atraveés de ensaios de efluxo de acido nucleico, captacdo de violeta
de genciana e cinética foi possivel visualizar que o possivel mecanismo de acdo de adenovina

é por promocao de danos na membrana bacteriana. Os autores realizaram o teste hemolitico
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com eritrocitos humanos tipo O com a concentragdo de CIM e a adevonina ndo exerceu efeitos
hemoliticos. Com o aumento da concentragéo foi visualizado hemolise a 175M, valor 24 vezes
maior que a CIM (RODRIGUES et al., 2018).

Almeida et al. (2020) também produziram um peptideo antimicrobiano através da
sequéncia de aminodcidos do inibidor de tripsina oriundo das sementes de A. pavonina (ApTI).
O peptideo resultante foi denominado adepamicina que mostrou atividade antimicrobiana de
0,9 a 3,6 uM contra as cepas de Escherichia coli, Klebsiella oxytoca, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. Além de atividade frente Candida albicans

e Candida tropicalis. O peptideo ndo demonstrou ser toxico em células humanas saudaveis.
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Resumo

Adenanthera pavonina (Fabaceae) ¢ uma espécie nativa da Asia e popularmente
utilizada como fonte nutricional e medicinal. A planta é amplamente estudada e diversas
atividades foram comprovadas, como antiviral, antibacteriana, antioxidante, larvicida e sua
utilidade para producdo de pro-leite vegetal com alto teor nutricional. As plantas medicinais
podem ter seu potencial farmacéutico e biotecnolégico limitados devido a toxicidade e
constituicdo fitoquimica. Este estudo investigou o extrato salino de sementes de A. pavonina
quanto a presenca de metabdlitos secundarios e proteina, toxicidade aguda e atividade
antimicrobiana. O extrato salino foi obtido a partir do endosperma das sementes (19:10 mL
NaCl 0,5 M). Metabdlitos secundarios (flavonoides e derivados cindmicos, alcaloides,
saponinas, carboidratos, terpenos e esteroides) foram detectados através de cromatografia de
camada delgada (CCD) e cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). A presenca de
atividade hemaglutinante (lectina), protease e tripsina-like foi detectada utilizando-se eritrocitos
de coelho, azocaseina e o substrato sintético N-benzoil-DL-arginil-p-nitroanilida,
respectivamente. Atividade enzimatica também foi identificada apds zimografia em gel. Os
dados obtidos revelaram auséncia de toxicidade aguda nas doses de 2000 e 5000 mg/kg e de
atividade antibacteriana. O extrato apresentou atividade fungistatica contra para Cryptococcus
neofarmans B3501, Cryptococcus neofarmans H99 e Cryptococcus gattii com CMI de 92, 183
e 92 pg/mL, respectivamente. Em concluséo, o extrato de A. pavonina contendo metabdlitos
secundarios e proteinas nao é toxico em elevadas doses e tem potencial uso como agente anti-

Cryptococcus.

Keywords: lectina; Cryptococcus; fitoquimicos; toxicidade aguda.
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1. Introducéao

Adenanthera pavonina L. € uma leguminosa pertencente a familia Fabaceae e
subfamilia Mimosoideae. E uma espécie nativa da Asia, porém disseminada por toda regio
tropical e subtropical (Olajide et al., 2004). A. pavonina é uma planta relevante na Asia tropical,
Africa e diversas ilhas no Pacifico e regides caribenhas (Godoi et al., 2014) por suas ac¢es
farmacoldgicas e nutricionais (Moniruzzaman et al., 2015, Afolabi et al., 2018). As folhas séo
usadas para inflamacdo e reumatismo (Moniruzzaman et al., 2015). A semente tem sabor
semelhante a soja e é usada na alimentacdo de seres humanos e animais. A populacdo consome
as sementes torradas por serem altamente nutritivas devido ao alto teor de aminoacidos
essenciais e nao proteicos, acido gama-metileno-glutdmico e o gama-metileno-glutamina
(Owoeye et al., 2017). O consumo dessas sementes torradas pode também reduzir efeitos da
obesidade (Huml et al., 2020)

Os tecidos de A. pavonina sdo vastamente estudados com relag¢do aos seus compostos e
diversas propriedades bioldgicas com potencial uso nutricional, biotecnoldgico e farmacoldgico
ja foram reportados, incluindo, antinociceptiva (Moniruzzaman et al., 2015); larvicida contra
Aedes aegypti (Sasaki et al., 2015) e Plodia interpunctella (Oliveira et al., 2019); antioxidante
e antidiabética (Wickramaratne et al., 2016); antibacteriana (Rodrigues et al., 2018; Almeida et
al., 2020); producdo de pro-leite com altos valores nutricionais e atividades bioguimicas
relevantes na area de doencas neuroldgicas, tendo em vista que o pro-leite promoveu
diminuicdo na atividade da acetilcolinesterase no figado, intestino, coracdo e rim (Afolabi et
al., 2018).

Apesar de todos os efeitos benéficos dessa espécie, no uso popular e os atribuidos

cientificamente, é importante ressaltar a necessidade de entender e determinar a toxicidade de
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produtos naturais, tendo em vista que esse fato pode restringir o potencial biotecnoldgico e
farmacéutico do mesmo (Araujo et al., 2013).

Em decorréncia do uso popular e nutricional desta espécie, este trabalho visou
identificar a composicéo fitoquimica e proteica do extrato salino das sementes de Adenanthera

pavonina e avaliar sua toxicidade aguda e atividade antimicrobiana.

2. Material e métodos

2.1. Preparacdo do extrato salino

As sementes de A. pavonina L. foram coletadas em Jodo Pessoa, Paraiba, nordeste do
Brasil. A espécime foi identificada e cadastrada com o nimero JPB0063859 no herbéario Lauro
Pires Xavier da Universidade Federal da Paraiba. As sementes foram quebradas e o endosperma
retirado foi triturado até a obtencdo de uma farinha fina. Apos extracao (4 h, 28°C) da farinha
com NaCl 0,5 M (1:10, p/v) e centrifugacdo (5000g, 30 min, 4°C), o sobrenadante coletado

(extrato salino) foi dialisado contra agua destilada por 3 h a 28°C.

2.2. Estudo de perfil quimico por cromatografia em camada delgada (CCD)

Extrato salino solubilizado em 2 mL de metanol e duas gotas de dimetilsuféxido, foi
submetida a sonicacdo em banho de ultrassom por 15 min e agitacdo em vortex. O extrato foi
aplicado manualmente em placas cromatograficas de silica gel 60 F254 (Merck®) e os sistemas
de eluicdo, padrdes e reveladores foram selecionados de acordo com o grupo de metabolito
pesquisado. Os padrbes foram preparados a 0,5 mg/mL em metanol, exceto acido elagico que
foi solubilizado a 2 mg/mL em dimetilsuféxido e diluido para 0,5 mg/mL com uma mistura 3:2

metanol:dgua. As amostras foram eluidas em cuba Camag® (10x10cm) com saturacao prévia
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de 30 min e ao final, reveladas com os reagentes descritos no quadro 1 e em seguida, observadas

sob luz ultravioleta de 365 nm e luz visivel.

2.3. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE)

A analise por CLAE foi realizada num sistema de HPLC Ultimate 3000 (Thermo Fisher
Scientific, EUA), acoplado a um detector arranjo de fotodiodo (DAD; Thermo Fisher
Scientific) e equipado com bomba binaria (HPG-3x00RS, Thermo Fisher Scientific),
desgaseificador e amostrador automatico equipado com um loop de 20 pL (ACC-3000, Thermo
Fisher Scientific). O comprimento de onda foi fixado em 270 nm para a deteccao dos compostos
fitoquimicos. As separacBes cromatograficas foram obtidas com uma coluna C18 (250 mm x
4,6 mm d.i., 5 um) Dionex® equipada com pré-coluna (C18 de 4 mm x 3,9 m; Phenomenex®).
As separacOes foram efetuadas a temperatura de 28 £ 1 °C. A fase movel foi constituida por
agua ultrapura (A) e metanol (B), ambos acidificados com &cido trifluoroacético a 0,05%, e o
fluxo ajustado a 0,8 mL/min. Um programa de gradiente foi aplicado como segue: 0-10 min,
12,5-25% de B; 10-17 min, 25-40% de B; 17-30 min, 40-75% de B; 30-33 min, 75% de B; 33-
38 min, 75-12,5% de B. Os dados foram analisados, apds a injecdo em triplicata, e processados

usando o software Chromeleon 6.8 (Dionex/Thermo Fisher Scientific, EUA).

2.4. ldentificagdo de proteinas

A concentragdo de proteinas foi determinada de acordo com Lowry et al. (1951),
utilizando uma curva padrdo de albumina sérica bovina (31,25 a 500 pug/mL). A atividade
hemaglutinante (AH) foi determinada a 27 °C de acordo com Paiva e Coelho (1992) em
microplaca de 96 pogos com fundo em V utilizando-se 50 pL da amostra e eritrocitos de coelhos

(2,5%/vIv). A AH foi definida como a maior diluicdo da amostra que conseguiu promover
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aglutinacdo das hemacias e a AH especifica (AHE) foi estimada através da razdo entre a AH e
a concentracdo de proteina (mg/mL). Para a confirmacéo de que a atividade hemaglutinante era
referente a lectinas, foi realizado o teste de inibicdo de carboidratos e glicoproteinas. Apés a
diluicdo seriada com o extrato e sacarideos/glicoproteina, o ensaio foi incubado por 15 min e
em seguida ocorreu a adicdo da suspensao de eritrocitos de coelho.

A AH foi caracterizada quanto aos efeitos: de ions com o uso de ClCaz 20mM, MnCl;
20mM e MgCl, 20mM; temperatura de 30 a 100°C; e por fim o efeito do pH utilizando as
seguintes solucdes tampdes para a faixa de pH: glicina-HCI 10 mM pH 4; Tampao de citrato
fosfato 10 mM, pH 5 e 6; Fosfato de sddio 10 mM, pH 7; Tris-HCI 10 mM, pH 8, 9 e 10; e
NaOH pH 11 e 12.

A atividade proteolitica foi determinada a 37°C de acordo com Azeez et al. (2007),
utilizando extrato salino (100 uL), azocaseina 0,6% (p/v) (50 uL), triton X-100 0,1% (v/v) (100
pL) e tampdo fosfato de sédio 0,1M, pH 7,5 (50 pL); ao branco da reacédo foi adicionado 200
uL de acido tricloroacético (TCA) 10% (p/v). Para parar a reacdo foi acrescentado 200 pL de
TCA 10% (p/v) e apds incubacdo (4 °C, 30 min), as misturas foram centrifugadas (9,000 g, 10
min) e o sobrenadante foi avaliado por absorbéancia a 366 nm. Uma unidade de atividade
proteolitica (U) correspondeu a quantidade enzimética capaz de produzir peptideos em
concentracdo necessaria para o aumento da absorbancia em 0,01 nm em comparacéo ao branco.
Também foi analisado os efeitos dos inibidores de proteases (Pepstatina A 8mM, E-64 8mM,
PMSF 8mM e EDTA 8mM), a atividade residual da protease foi calculada de acordo com a
formula: % inibicdo = 100 — [100 x (atividade na presenca do inibidor / atividade no controle

sem inibidor)]. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

A atividade tripsina-like foi avaliada utilizando-se o substrato sintético N-benzoil-DL-
arginil-p-nitroanilida (BApNA). O extrato bruto (50 pL, 0,283 mg de proteina) foi incubado

(60 min, 37 °C) com Tris-HCI 0,1 M pH 8,0 (135 uL) e o substrato (8 mM, 15 uL). Também
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foi realizado um branco para que ao final fosse descontado o valor da absorbancia referente a
coloracdo do extrato. A hidrdlise do substrato foi seguida pela medi¢do da absorbancia a 405
nm. Uma unidade de atividade foi definida como a quantidade de enzima necessaria para

hidrolisar 1 pmol do substrato por minuto.

Zimografia foi realizada conforme descrito por Garcia-Carrefio et al. (1993). A amostra
foi diluida no tampéo de amostra [agua; Tris HCI 0,5M pH 6,8; glicerol; 10% SDS, p/v; 0,5%
de azul de bromefenol, v/v (38:13:26:20:2)] e submetido a eletroforese em gel de poliacrilamida
(PAGE) em presenca de sulfato sddico de dodecila (SDS), usando gel a 12% (p/v), como
descrito por Laemmli (1970). A corrida foi realizada a 4 °C e em seguida, o gel foi imerso em
2,5% de Triton X-100 em Tris-HCI 0,1M pH 8,0 para remoc¢do do SDS. Entéo, o gel foi
incubado com 3% de caseina (p/v) em Tris-HCI 0,1M pH 8,0 por 30 min a 4°C e depois por 90
mina 37 °C. Por fim, o gel foi corado usando 0,2% (p/v) de Coomassie Blue R-250 em metanol,
agua, acido acético (40:50:10) por 3h e descorado com solugdo de metanol, &gua e acido acético
na mesma proporcdo. As faixas de luzes em destaque no fundo escuro indicam a atividade

proteolitica.

2.5. Toxicidade aguda in vivo

2.5.1. Animais e grupos experimentais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos Swiss fémeas (Mus
musculus) pesando 30-35 g e obtidos no biotério do Laboratério de Imunopatologia Keizo
Assami (LIKA) da Universidade Federal de Pernambuco. Os animais foram mantidos a
temperatura de 21 + 1 °C, ciclo claro escuro 12C: 12E com acesso ad libitum a comida
(Purina®) e agua. Os procedimentos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica no

Uso de Animais da Universidade Federal de Pernambuco (processo niumero 0089/2019).
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Os camundongos foram separados em trés grupos (n = 5), de acordo com as instrucgoes
da Organizacdo para a Cooperagéo e Desenvolvimento Econdémico (OECD): grupo controle,
recebeu solucdo salina (veiculo), e dois grupo de teste, que receberam 2000 ou 5000 mg/kg por
via oral. Os camundongos foram observados inicialmente por 4 h e diariamente por 14 dias.
Quanto aos sinais estado de consciéncia e disposicao, atividade e coordenacéo do sistema motor

e reflexos.

2.5.2. Andlises bioquimica e hematoldgica

No final de ensaios de toxicidade, o sangue dos animais foi colhido e os seguintes
parametros bioquimicos foram avaliados: proteina total, albumina, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), fosfatase alcalina, gama-glutamil transferase (GGT),
uréia e creatinina, usando kits especificos (Labtest Diagnoéstica, Lagoa Santa, Brasil) e um
analisador COBAS Mira Plus (Roche Diagnostics Systems, Basel, Suica). Analise
hematoldgica foi realizada utilizando um analisador automatico (Sangue de animal Counter-
ABC Vet, Montpellier, Franca) e microscopia Optica; os parametros avaliados foram:
eritrocitos, hemoglobina, hematocrito, volume corpuscular médio (VCM), hemoglobina
corpuscular média (HCM), concentracdo de hemoglobina corpuscular média (CHCM) e anélise

total e diferenciada dos leucdcitos.

2.5.3. Massas dos 6rgaos

Apbs eutanasia dos animais, o figado, rins, baco, pulmao, coragdo e estbmago e cérebro
foram retirados e pesados. O calculo da massa dos 6rgdos de cada animal foi realizado pelo

peso relativo de cada 6rgao (g) por 10 g animal no dia da coleta.
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2.5.4. Analise histopatologica

A andlise histoldgica do figado, rim, baco, pulmao e estdmago de animais do controle e
de tratados com a substancia teste foram realizadas por microscopia Optica. Fragmentos dos
orgdos foram fixados em formalina tamponada (10%, v / v) e em seguida desidratadas através
de uma série gradual de etanol (70-100%), diafanizado em xilol, e incluidos em parafina. Os
cortes histolégicos (5 mm) foram corados com hematoxilina-eosina € montado usando
laminulas com resina Entellan (Merck, Alemanha). Os materiais foram observados sob um
microscopio Motic BA200 acoplado a um Moticam 1.000 1.3 MP camera digital (Motic

Incorporacdo Ltd, Causeway Bay, Hong Kong).

2.5.5. Anélise estatistica

Os dados foram expressos como média = SD e submetidos a ANOVA de um fator

seguido de teste de Bonferroni, com nivel de significancia de p <0,05.

2.6. Atividade antimicrobiana

2.6.1. Mircorganismos

As bactérias Staphylococcus aureus UFPEDA 02, Micrococcus luteus F00112, Bacillus
megaterium ATCC 14945, Escherichia coli UFPEDA 224, Enterococcus faecalis ATCC-6057
e Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416 foram da cole¢do de culturas (WDCM114) do
Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Também foram
avaliadas as cepas fungicas Candida albicans URM 5901, Candida krusei URM 6391, Candida

glabrata URM 4246, Criptococcus Neoformans (Sorotipo D) B3501, Criptococcus
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Neoformans (sorotipo A) H99 e Criptococcus gattii (Sorotipo B) R265 foram provenientes da
colecéo de culturas do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco e
do Laboratorio de Fungos de Importancia Médica e Biotecnoldgica do Centro de Biotecnologia
da Universidade Federal do Rio Grande do Sul

Para realizacdo dos experimentos, as bactérias foram cultivadas em meio agar Mueller
Hinton e os fungos em &gar Sabouraud Dextrose overnight a 37 °C e 30 °C, respectivamente.
Em seguida, as coldnias foram ressuspendidas em solucdo salina estéril (NaCl 0,15 M) e
ajustadas turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600 nm (DOsqo) para a obtencéo
de suspencao bacteriana de 10¢ unidades formadoras de coldnia (UFC) por mL e flngica de 5
x 10* UFC/mL. Para o ensaio, as amostras foram filtradas em filtro de seringa PVDF (13 mm
X 0,22 um) estéreis.

2.6.2. Determinacdo das concentracBes minima inibitéria (CMI), bactericida (CMB) e
fungicida (CMF)

A concentracdo minima inibitoria (CMI) foi determinada pelo ensaio de microdiluicéo
proposto pelo Instituto de Normas Laboratoriais e Clinicas (CLSI, 2017, 2018). Em placas de
microtitulacdo de 96 pocos, a amostra foi adicionada (80 L) no terceiro e quarto pogo a partir
do qual foi diluida seriadamente em &gua destilada estéril até o décimo segundo po¢o da mesma
fileira. Posteriormente, 40 uL do meio caldo Mueller Hinton ou caldo Sabouraud Dextrose
foram adicionados em todos os pocgos, exceto no primeiro, que foi preenchido com 200 uL do
meio de cultura, correspondendo ao controle de esterilidade. A suspensdo bacteriana (80 pL;
106 UFC/mL) ou flngica (80 pL; 5 x 10* UFC/mL) foram acrescentadas do segundo pogo até
0 Ultimo poco da fileira. O segundo pogo (que contém microrganismos na auséncia da amostra)
correspondeu ao controle de crescimento de 100%. As placas foram incubadas a 37 °C ou 30°C
e a densidade 6ptica foi medida no tempo zero e ap6s 24 h de incubacdo usando um leitor de

microplacas. A concentragdo minima inibitéria (CMI) a correspondeu a menor concentragdo da
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amostra capaz de promover a redugdo >50% na densidade Optica, em comparacao ao controle
de crescimento 100%.

Para a determinagdo do CMB/CMF, aliquotas (10 pL) dos pogos contendo
concentragdes das amostras >CMI foram inoculados em placas de petri contendo meio agar
Mueller Hinton ou agar Sabouraud Dextrose, que foram posteriormente incubados a 37 °C ou
30°C por 24 h. A CMB/CMF correspondeu a menor concentracdo da amostra capaz de reduzir
0 numero de UFC em 99,9% em relacdo ao indculo inicial. Cada ensaio foi realizado em

triplicata e trés experimentos independentes foram realizados.

3. Resultados e Discussao

A avaliacdo do uso de plantas medicinais e produtos naturais requer a identificagéo e
quantificacdo de compostos fitoquimicos, com a finalidade de ser compreendida possiveis
toxicidades e/ou a¢des biotecnoldgicas e farmacéutica.

Neste estudo a analise do extrato salino de A. pavonina por CCD revelou a presenca de
flavonoides e derivados cinamicos, alcaloides, saponinas, carboidratos, terpenos e esteroides.
N&o foram observados taninos, derivados de antracénicos e cumarinas. Analise por CLAE
(Figura 1) que revelou seis picos que estdo evidenciados na figura 2.

Estudos com sementes de A. pavonina relataram presenca de carboidratos no éleo
extraido das sementes (Owoeye et al., 2017; Huml et al., 2020). Essa espéecie possui uma
riqueza de polissacarideos, 0 que a torna alvo para a extracdo dos mesmos, carboidratos de A.
pavonina tiveram apresentam atividades bioldgicas como: atividade antiviral para herpes
simplex sensivel e resistente a ciclovir, poliovirus tipo 1 (PV-1) e atividade antioxidante (Godoi
etal., 2014, 2015; Melo et al., 2018; Rechenchoski et al., 2019).

As lectinas sdo um grupo de proteinas heterogéneas encontradas desde organismos mais

simples até os mais complexos. As lectinas sdo capazes de estabelecer ligagdes especificas e



47

reversiveis com mono e oligossacarideos (Cavada et al., 2018) e a especificidade da ligacéo
possibilita que atuem como moléculas de reconhecimento. As plantas sdo consideradas a maior
fonte de lectinas, sendo possivel extrair e isolar essas proteinas de praticamente toda a sua
anatomia, incluindo as sementes, cascas, folhas, frutos, raizes e tubérculos (Santos et al., 2014).
Essas proteinas desempenham diversas atividades biolégicas, como: antibacteriana (Coriolano
et al., 2020), antifungica (Silva et al., 2019), cicatrizante de feridas cutaneas (Moura et al.,
2017).

O extrato salino de A. pavonina apresentou concentracao de proteinas de 11,75 mg/mL.
O extrato foi capaz de aglutinar eritrocitos de coelhos na presenca de Ca?* (21,78 U/mg) (Tabela
1). Para confirmar que o fenbmeno observado era uma aglutinagdo promovida por lectinas e
ndo uma dispersdo das células induzida por outros compostos, foi feito o ensaio de inibigdo na
presenca de carboidratos e glicoproteinas (Coelho et al., 2017). A hemaglutinacdo foi inibida
por N-acetilglicosamina e ovoalbumina, confirmando a presenca de lectina. A tabela 1 mostra
que a AH do extrato salino foi mantida até a temperatura de 50 °C, estavel em pH 3-7 e
completamente perdida em pH igual ou superior a 9.

Além de lectina, o extrato contém atividade proteolitica (115 U/mg). Proteases sao
enzimas capazes de catalisarem a hidrélise de ligacGes peptidicas, por consequéncia ocorre a
degradacéo de proteinas (Thomas e Van der Hoorn, 2018). Algumas atividades relevantes para
a pesquisa na salde e biotecnologia foram descritas para as proteases, como efeito protetor
contra tromboembolismo pulmonar (Choi et al., 2017), sintese de peptideos com caracteristicas
antioxidante, antidiabética, anti-hipertensivas e anticarcinogéncia (Bah et al., 2016), atividade
antimicrobiana (Dornelles et al., 2018), aplicacdo no processamento de carne para intensificar
maciez e sabor (Sullivan e Calkins, 2010), embalagens de alimentos (Galet et al., 2012) e

industria cervejeira (Benucci et al., 2011).
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As classes proteoliticas mais abundante nas plantas sdo as cisteinas, serina, treonina e
asproteases asparticas e metaloproteases (Dayanand, 2013). Os inibidores de proteases EDTA
e PMSF diminuiram a atividade enzimética do extrato em 57,37% e 38,4%, respectivamente,
sugerindo a presenca de serina e metaloproteases. Em decorréncia desses resultados, o extrato
salino foi testado para atividade tripsina-like na presencga do substrato BApNA (Tabela 2). Os
dados revelam que o extrato salino possui atividade proteolitica capaz de quebrar ligagdes
peptidicas que envolvem residuos de arginina. A zimografia do extrato salino detectou a
atividade proteolitica para uma banda polipeptidica com uma massa molecular de cerca de 28
kDa (Figura 3).

A. pavonina é uma planta utilizada na alimentagdo (Huml et al., 2020) e para tratamento
de diversas doencas, como febre, reumatismo, diarreia, ulceras e asma (Rechenchoski et al.,
2019). Considerando a importancia desta espécie, é relevante avaliar sua seguranca como planta
medicinal e comestivel. O ensaio de toxicidade aguda é geralmente utilizado para determinar a
seguranca de uma substancia, além de fornecer bases iniciais para os mecanismos de toxicidade
(Oliveira et al., 2018).

Nos ensaios de toxicidade aguda, ndo ocorreu morte ou alteragdes nos comportamentos
observados nos grupos tratados com 2000 mg/kg e 5000 mg/kg do extrato comparado com o
grupo controle. Também n&o ocorreu diferencas significativas no consumo de agua, e comida
ou no ganho de peso (Tabela 3).

Nas avaliacbes dos parametros hematoldgicos e bioquimicos (Tabela 4 e 5) nédo
ocorreram mudancgas significativas. As analises hematoldgicas sdo significativas para avaliar a
toxicidade em mamiferos e os resultados em camundongos podem ser traduzidos para humanos
(Olson et a., 2000). Ademais, esses parametros proporcionam dados acerca do sistema

hematopoiético e as respostas imunoldgicas ocasionadas pela substancia testada. Por exemplo,
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niveis elevados de leucécitos podem indicar uma resposta imune e ser um marcador de estresse
(Oliveira et al., 2019).

A andlise macroscopica dos 6rgaos de animais tratados com A. pavonina ndo exibiram
alteracdo de cor e textura quando comparado ao controle. Adicionalmente, ndo houve diferenca
significativa dos pesos relativos dos 6rgdos dos animais tratados com extrato salino em
comparacdo com o grupo controle (Tabela 6). Na figura 4 temos a fotomicrografia de figado,
rim, baco e pulmé&o de animais controle e tratados com extrato de A. pavonina. O figado de
animais tratados com extrato de A. pavonina revelaram hepatécitos bem delimitados, nucleo
com cromatina visivel, bem como ducto biliares e veias centrolobulares preservadas. Nenhuma
alteracdo foi observada no rim de animais tratados em comparac¢ao ao controle, se mostrando
com néfrons preservados. Adicionalmente, o parénquima e septos intraveolares do grupo
tratado com extrato ndo exibiram alteracdes. Ainda, o bago apresentou polpa branca e vermelha
em sua arquitetura preservada. Desta forma, o extrato salino de A. pavonina nio apresentou
toxicidade aguda, sendo seguro para consumo humano e como planta medicinal.

As sementes de A. pavonina sdo alvos de diversos estudos e fonte para compostos
bioativos. Desta forma, avaliamos a atividade antimicrobiana do extrato salino de A. pavonina
frente cepas bacterianas e fungicas. O extrato ndo apresentou atividade antibacteriana para as
cepas S. aureus, E. faecalis, M. luteus, E. coli, P. aeruginosa e B. megaterium.

Apesar de ndo termos obtido resultados frente cepas bacterianas, estudos demonstraram
que peptideos antimicrobianos foram isolados das sementes de A. pavonina. Rodrigues et al.
(2018) apresentaram um peptideo (adenovinn, o qual foi sintetizado através de um inibidor de
tripsina extraido das sementes) com atividade antibacteriana para Escherichia coli, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Serratia marcesens, Klebsiella pneumoniae KpC+ e

Staphylococcus aureus. Tal como, Almeida et al. (2020) exibiu atividade antibacteriana para
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um peptideo oriundo de A. pavonina (adepamacina) contra as cepas Escherichia coli, Klebsiella
oxytoca, Klebsiella pneumoniae, Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus.

O extrato salino de A. pavonina diminuiu o crescimento de C. neoformans B3501, C.
neoformans H99, C. gattii R265, com CMI de 92, 183 e 92 pg/mL, respectivamente (Tabela
7). O extrato ndo interferiu na sobrevivéncia dos fungos. Atividade antifungica também foi
relatada por Almeida et al. (2020) que utilizou as sementes como fonte para o isolamento do
peptideo adepamacina, o qual possuiu atividade para os fungos Candida albicans e Candida

tropicalis.

4. Conclusao

O extrato salino de A. pavonina é uma mistura de metabdlitos secundérios, lectina e
proteases (serinos e metaloproteases). O extrato salino ndo apresentou toxicidade aguda nas
doses de 2000 e 50000 mg/kg desde que ndo induziu alteraces hematoldgicas e bioquimicas
em animais tratados. O extrato € um agente fungistatico e possivel alvo para investigacdes como

produto natural contra Criptococcus neofarmans e Criptococcus gattii.
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Legendas das figuras

Figura 1. Cromatograma a 350nm do salino das sementes de Adenanthera pavonina por

Cromatografia Liquida de Alta Performasse (CLAE).

Figura 2 Espectro UV dos picos detectados no extrato salino de A. pavonina.

Figura 3. Zimografia para proteases do extrato salino de sementes de A. pavonina utilizando
caseina como substrato. Uma banda clara contra o fundo escuro indica a atividade de protease,

correspondendo a um polipeptideo de massa molecular de cerca de 28 kDa.

Figura 4: Fotomicrografias representativas dos figados, rim, baco e pulmao de camundongos
fémeas dos grupos controle e tratados com dose Unica com o extrato salino das sementes de A.
pavonina na dose de 2000mg/kg. Figados: a veia centrolobular (cv) e espaco de Disse (ponta
de seta) sdo vistos em todas as imagens. Rins: Glomérulos renais (Gr) e os tubos contorcidos

pontas de seta) sdo preservados e ordenados. Baco: Os linfonodos (Nd) sdo bem definidos nos
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grupos de controle e tratados. Pulmdo: Podem ser visualizados bronquiolos (Br) e cavidade
alveolar (As) com arquitetura preservada no controle e tratamento. Foi utilizada coloragdo com

hematoxilina e eosina. Ampliacdo: 400x no figado, rim e pulm&o. Ampliacdo 100 x no baco.
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Tabela 1. Sumario da caracterizagdo do extrato salino quanto a concentragdo de proteina e

atividade hemaglutinante na presenca de carboidratos, glicoproteina e em diferentes valores de

temperatura e pH.

Atividade hemaglutinante (AH)

Proteinas (mg/mL) 11,75
Unidades (U) 256
AH especifica (U/mg) 21,78
Carboidratos (0,2M) /glicoproteina (500 ug/mL) AH especifica (U/mg)
Galactose 10,89
Glicose 21,78
Manose 10,89
N-acetilglicosamina 2,75
Ribose 10,89
Arabinose 21,78
Frutose 10,89
Maltose 21,78
Glicopiranose 21,78
Lactose 21,78
Ovalbumina 2,72
Temperatura (°C)
30 21,78
40 21,78
50 2,72
60 - 100 ND



pH
3,0
4,0
5,0
6,0
7,0
8,0
9,0

10,0-12,0

21,78
21,78
21,78
21,78
21,78
2,72

0,680

ND

AH especifica corresponde a raz&o entre o nimero de unidades e a concentragdo de proteina

(mg/mL). ND — N&o apresentou hemaglutinag&o.
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Tabela 2. Caracterizacdo do extrato salino quanto a atividade enzimética usando como
substratos azocaseina (proteolitica) e N-a-benzoil-L-arginina-paranitroanilida (tripsina-like)

Atividade proteolitica (AP)

Proteinas (mg/mL) 11,75
Unidades (U) 32,6
AP especifica (U/mg) 115,2
Inibidores de atividade proteolitica % de inibigdo
Pepstina A 17,49
EDTA 57,37
E-64 25,43
PMSF 384

Atividade tripsina-like (AT)

Proteina (mg) 0,283
Miliunidades (mU) 0,755

AT especifica (mU/mg) 2,670
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Tabela 3. Consumo de agua e alimentos e ganho de peso de camundongos controle e tratados com o extrato salino de A. pavonina

Parametro Via de administracao
Oral Intraperitoneal
Controle Extrato Controle Extrato
2000 mg/kg 5000 mg/kg 2000 mg/kg 5000 mg/kg
Consumo de agua (mL) 30.44+0.14 30.21+0.16 30.50+0.11 29.89+0.64 30.09+0.55 32.55+0.22
Consumo de comida (g)  11.50+0.20 11.72+0.18 11.41+0.24 10.95+0.36 11.10+0.57 10.86+0.72
Ganho de peso (g) 451+ 015  4.44+0.17 4.53+0.18 4.09+0.52 4.14+0.66 4.11+0.45

Os valores representam a média + SEM (n = 3/grupo). Néo foram encontradas diferencas significativas (p> 0,05) em comparagdo com 0s controles



Tabela 4: Parametros hematoldgicos de camundongos tratados com o extrato salino de A. pavonina.

Parametro

Via de administracao

Oral Intraperitoneal
Controle Extrato Controle Extrato
2000 mg/kg 5000mg/kg 2000 mg/kg 5000 mg/kg

Eritrécitos (106/mmd) 8.31+0.17 8.20+0.29 8.26+0.45 8.20+0.60 8.50+0.72 8.39+0.45
Hematdcrito (%) 40.10+2.85 41.52+2.25 40.85+2.01 39.85+0.74 39.50+0.53 38.72+0.86
Hemoglobina (%) 15.74+0.76 15.55+0.64 15.11+0.54 15.30+0.40 15.74+0.84 15.02+0.64
MCV (%) 43.20+1.20 43.67+1.75 42.64+2.51 43.50+1.64 42.25+2.08 42.44+1.86
MCH (%) 16.65+0.51 16.09+0.91 16.14+0.82 16.44+0.41 17.05+£1.11 16.88+1.02
MCHC (%) 35.92+0.45 35.13+0.72 36.02+0.84 35.71+0.57 35.41+0.68 34.46+1.50
Leucocitos (103/mm?) 9.54+0.91 9.25+0.80 9.38+0.97 9.35+0.81 9.52+1.07 9.66+1.00

Segmentados (%) 61.34+0.68 60.86+0.52 60.28+0.74 61.04+1.32 60.11+1.20 61.11+2.34
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Linfocitos (%) 27.41+0.26 28.38+0.41 29.40+0.55 28.21+0.44 29.18+0.72 28.22+1.05

Mondcitos (%) 9.34+0.73 9.28+0.47 9.21+0.77 10.65+0.91 10.30+0.86 10.22+0.49

MCV: volume corpuscular médio; MCH: hemoglobina corpuscular média; MCHC: concentracdo media de hemoglobina corpuscular. Os valores representam a

média = SEM (n =5/ grupo). Nao foram encontradas diferencas significativas (p> 0,05) em comparacdo com o controle.



Tabela 5: Parametros bioquimicos do sangue de camundongos tratados com o extrato salino de A. pavonina
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Parametros Via de administracao
Oral Ir raperitoneal
Extrato Extrato
Controle Controle
2000 mg/kg 5000 mg/kg 2000 mg/kg 5000 mg/kg
Albumina (g/dL) 23.54+0.20 23.69+0.30 23.35+0.52 23.41+0.59 24.02+0.67 24.01+0.87
ALT (U/L) 64.72+0.39 65.06+0.47 65.44+0.44 65.34+0.42 64.7+£0.87 65.42+0.91
AST (U/L) 98.87+2.41 97.31£1.32 97.54+2.47 97.04+2.02 97.22+2.47 96.74+2.32
Alcalina fosfatase (1U/L) 11.73+0.32 11.42+0.44 12.01+0.65 11.83+0.50 11.92+0.83 12.02+0.74
GGT (U/L) 8.34+0.30 8.21+0.52 8.44+0.68 8.33+0.52 8.72+0.77 8.44+0.62
Proteinas totais (g/dL) 42.10+2.34 41.42+2.50 42.53+2.44 41.54+2.33 42.74+2.52 42.77+2.11
BUN (mg/dL) 3.52+0.34 3.67+0.46 3.91+0.57 3.87+0.41 3.39+0.66 3.67+£0.55
Creatinina (mg/dL) 4.48+0.58 4.41+0.49 4.27+0.43 4.34+0.51 4.37+0.75 4.40+0.31
Bilirrubina 0.29+£0.04 0.27£0.08 0.27+0.09 0.24+0.05 0.25+0.08 0.24+0.07
Colesterol total (mg/dL) 112.87+4.88 107.22+5.04 107.34+7.52 108.34+5.15 106.38+4.27 105.57+4.26
Triglicerideos (mg/dL) 85.87+£3.47 84.17+£2.19 86.87+£3.44 89.3+4.31 90.61+4.08 91.44+4.47

ALT: Alanina aminotransferase; AST: Aspartato aminotransferase; GGT: gama-glutamil transferase; BUN: nitrogénio da uréia no sangue. Os valores

representam a média + SEM (n = 3/ grupo). N&o foram encontradas diferengas significativas (p> 0,05) em comparagdo com o controle.



Tabela 6: Avaliacdo do peso relativo (g/10 g de peso corporal do animal) de camundongos tratados com o extrato o extrato salino de A.

pavonina.
Peso Relativo (g/10g)  Oral Intraperitoneal
Controle Extrato Controle Extrato
2000 mg/kg 5000 mg/kg 2000 mg/kg 5000 mg/kg

Figado 2.04+0.19 2.06+0.17 2.10+0.13 2.09+0.12 2.11+0.07 2.12+0.14
Rim 0.31+0.02  0.2940.04 0.30+0.05 0.29+0.03 0.30£0.04 0.334£0.04
Bago 0.24+0.04  0.26+0.02 0.27+0.05 0.28+0.02 0.29+0.03 0.30+£0.03
Pulmé&o 0.22+0.03  0.25+0.03 0.23+0.04 0.23+0.02 0.25+0.05 0.24+0.03
Coracéo 0.17£0.02  0.19+0.03 0.20£0.02 0.20+£0.03 0.21+0.02 0.18+0.04
Ovario 0.10+0.02  0.11+0.03 0.09+0.03 0.10+0.03 0.11+0.01 0.12+0.03

Os valores representam a média + SEM (n = 3/grupo). Nao foram encontradas diferencas significativas (p> 0,05) em comparagdo com o controle.

Né&o foram observadas diferencas significativas (p> 0,05) entre 0s grupos.



Tabela 7. Atividade antimicrobiana do extrato salino de A. pavonina

Microrganismos CMI CBM/CFM

Bactérias
S. aureus ND ND
E. faecalis ND ND
M. luteus ND ND
E. coli ND ND
P. aeruginosa ND ND
B. megaterium ND ND

Fungos
C. albicans ND ND
C. krusei ND ND
C. glabrata ND ND
C. neoformans B3501 92 ND
C. neorformans H99 182 ND
C. gattii R265 92 ND

CMI expresso em pg/mL; ND: ndo detectado.
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Resumo

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas hemaglutinantes que podem se ligar de forma
especifica ou reversivel a carboidratos, através do dominio reconhecedor de carboidratos. Estdo
distribuidas em diversos organismos, como em plantas, microrganismos e animais. As lectinas
apresentam atividades bioldgicas relevantes para a area da salude e biotecnologia, como
antimicrobiana, anti-inflamatdria, cicatrizante e larvicida. Neste trabalho, a lectina de sementes
de Adenanthera pavonina (ApSeL) foi isolada, caracterizada estruturalmente e testada para
atividade antimicrobiana. ApSeL € uma proteina basica, de massa molecular 28 kDa, pl 8,7 e
com atividade proteolitica semelhante a tripsina. A atividade hemaglutinante (AH) de ApSeL
foi estavel entre 30 e 80 °C e na faixa de pH 4-8. A investigacdo da atividade antimicrobiana
de ApSeL contra 06 espécies de bactéria e 06 espécies do género Candida, revelou que a lectina
apenas reduziu o crescimento de Candida albicans e C. krusei (concentragdo inibitéria minima
de 120 e 300 ug/mL, respectivamente). Em conclusdo, sementes de A. pavonina séo fonte de

lectina com atividade proteolitica e fungistética contra Candida.

Palavras-chave: Atividade hemaglutinante; fungo; protease; semente.
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1. Introducéo

As lectinas sdo um grupo de proteinas heterogéneas, com a capacidade de estabelecer
ligacGes especificas e reversiveis com mono e oligossacarideos [1]. Diversos estudos
descrevem as atividades biologicas relacionadas as lectinas, como anti-inflamatoria [2],
antibacteriana [3] e antifangica [4]. A lectina pode reagir com carboidratos expostos na
membrana externa de microrganismos, promovendo a atividade inibitoria de crescimento ou
promovendo morte celular [5].

Adenanthera pavonina L. é uma espécie nativa da Asia, porém disseminada por todo o
mundo. No Brasil é conhecida popularmente como carolina, olho de Pombo ou olho de dragéo
[6]. Essa planta é muito utilizada pela sociedade na Asia tropical, Africa e diversas ilhas no
pacifico e regibes caribenhas por suas acdes farmacoldgicas e nutricionais [7]. A semente de A.
pavonina é utilizada como alimento pela populacdo, que consome a mesma torrada e seu teor
nutricional € equivalente ao da soja [8], além de ser fonte do peptideo antibacteriano adenovin
[9] e do carboidrato galactomanana com atividade antioxidante [10]. Adicionalmente, foi
relatada que extrato da farinha de semente obteve atividade antiproliferativa para linhagens
tumorais de prostata e rim [11].

Este trabalho teve como objetivo isolar e caracterizar a uma lectina das sementes de A.
pavonina (ApSeL) e avaliar sua atividade antimicrobiana. O nosso trabalho € o primeiro a

relatar uma lectina com sitio catalitico de A. pavonina.

2. Material e Métodos

2.1. Preparacéo do extrato
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As sementes de Adenanthera pavonina foram coletadas em Jodo Pessoa, estado da
Paraiba, Brazil. O voucher do espécime (JPB0063859) foi depositado no herbario Lauro Pires
Xavier, na Universidade Federal da Paraiba (UFPB). Para a extracdo da lectina foi utilizado o
endosperma da semente, o qual foi triturado em uma farinha fina. A farinha da semente (10 g)
foi homogeneizada (4 h, 27 °C) usando agitador magnético com 100 mL de NaCl 0,5 M
contendo CaCl> 40mM e em seguida, a mistura foi centrifugada (9000g, 4 °C, 20 min) e 0

sobrenadante coletado e dialisado contra agua destilada por 3 h a 28°C, correspondeu ao extrato.

2.2. Isolamento da lectina de sementes de A. pavonina (ApSeL)

O extrato (11,75 mg de proteinas) foi aplicado em coluna contendo quitina de camarao
(7,5 x 1., cm) produzida no Laboratério de Enzimologia da Universidade Federal de
Pernambuco e equilibrada com NaCl 0,15M. Em seguida, a coluna foi lavada com NaCl 0,15M
(40mL) e ApSeL recuperada da coluna com acido acético 1 M (50 mL) foi dialisada em &gua

destilada (6 h) para remocdo do eluente.

2.3. Determinagdo da concentragdo de proteinas e atividade hemaglutinante (AH)

A concentracdo de proteinas foi estimada de acordo com Lowry et al. [12] usando uma
curva padréo (31,25 a 500 pug/mL) de albumina sérica bovina. Para a atividade hemaglutinante
(AH) foi utilizada microplacas de 96 pocos com fundo em V, onde foi aplicado 50 pL da
amostra e realizada diluicdo dupla seriada em NaCl 0,15M. Entéo, 50 pL de eritrocitos de
coelho (2,5%/v/v) foi adicionado em cada pogo; o controle constou apenas de NaCl 0,15 M
com a suspensdo de eritrocitos. Apds incubagdo (27 °C, 45 min) da placa, a AH foi determinada

e correspondeu a maior diluicdo da amostra que conseguiu aglutinar as hemacias. A AH
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especifica (AHE) foi estimada através da razdo entre a AH e a concentracdo de proteina

(mg/mL) [13].

2.4. Caracterizagao de ApSeL

2.4.1. Especificidade de ligacdo de carboidratos

A especificidade de ApSeL foi estabelecida através do ensaio de inibicdo da AH. A
lectina foi serialmente diluida em solucdes (0,2 M) dos carboidratos galactose, glicose, manose,
N-acetilglicosamina, ribose e da glicoproteina ovoalbumina (0,5 mg/mL). Apoés a diluigdo, a
placa foi incubada (27 °C, 15 min) antes da adicdo da suspenséo de eritrocitos de coelho. A AH

foi determinada como descrito em 2.3.

2.4.2. Efeitos do pH, temperatura e ions na AH

O efeito da temperatura na AH foi determinado utilizando-se ApSeL previamente
aquecida por 30 min a 30-100 °C. Para determinar o efeito do pH na AH, a lectina foi incubada
(15 min) com glicina-HCI 10 mM pH 4, tampao de citrato fosfato 10 mM, pH 5 e 6, fosfato de
sodio 10 mM, pH 7, tris-HCI 10 mM, pH 8, 9 e 10 ou NaOH pH 11 e 12, antes do ensaio de
hemaglutinacdo. A AH de ApSeL também foi determinada na presenca de ions (Ca*, Mn?* e
Mg?*). Com esta finalidade, a solucdo de NaCl foi substituida por 100mM CaCl,, MgCl., ou

MnCls.

2.4.3. Eletroforese em gel de poliacrilamida e focalizacéo isoelétrica



ApSeL (150 pg) foi avaliada por eletroforese de gel de poliacrilamida (PAGE) para
proteinas nativas basicas [14](referencia ) e acidas [15] (referencia) e em presenca de dodecil
sulfato de sddio (SDS-PAGE) de acordo com Laemmli et al. [16]. Marcador de peso molecular
(12-225kDa, GE Helathcare Life Sciences) foi utilizado e os géis foram corados com 0,2% (p/v)
de Coomassie Blue R-250 em metanol, &gua, &cido acético (40:50:10) por 3h.

O ponto isoelétrico de ApSeL foi determinado por focalizagdo isoelétrica. Aliquota de
ApSeL (150 pg) foi solubilizada no tampé&o de reidratagdo (uréia 8 M, 2% (p/v) CHAPS, 1%
(v/v) tampéo IPG pH 3-10, 0,002% (p/v) azul de bromofenol). Essa solu¢cdo com ApSeL foi
utilizada na reidratacdo da fita (7cm, gradiente linear pH 3-10) por 16 h a 28 °C. A focalizagéo
isoelétrica foi realizada no sistema ETTAN IPGhor 11l (GE Healthcare Life Sciences, Suécia)
de acordo com as instrucgdes do fabricante. A fita foi entdo lavada trés vezes com a solucdo de
equilibrio (tris-HCI 50 mM pH 8,8; 30% (v/v) glicerol e 0,002% (p/v) azul de bromefenol).
Subsequente, foi feito um gel de SDS-PAGE e a fita transferida para o topo do mesmo. Apoés a
corrida, o gel foi corado com 0,2% (p/v) de Coomassie Blue R-250 em metanol, agua, acido
acético (40:50:10) por 3 h. A andlise foi realizada com o software ImageMaster (GE Healthcare

Life Sciences, Suécia).

2.4.4. Ensaios proteoliticos

A atividade proteolitica foi determinada usando azocaseina como substrato, de acordo
com Azeez et al. [17]. ApSeL (100 uL) foi adicionada ao tampdo da reagéo (300 uL de fosfato
de s6dio 0,1 M pH 7.5), seguido de 100 pL de triton X-100 0,1% (v/v) e 50 uL. de azocaseina
0,6% (p/v), nos brancos foram adicionados 200 uL de &cido tricloroacetico (TCA) a 10% (p/v).
Ap0s incubacdo (37 °C por 3 h), a reacao foi interrompida pela adi¢do de 200 puLL de TCA 10%

e a mistura foi incubada a 4°C por 30 min. Ao fim, o ensaio foi centrifugado a 9000g por 10
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min e o sobrenadante foi lido em absorbéancia de 366nm. Uma unidade de atividade proteolitica
(U) corresponde a quantidade de enzima capaz de produzir peptideos em concentracéo
necessaria para 0 aumento da absorbancia em 0,01 em comparagéo ao branco. Os ensaios foram

realizados em triplicatas.

A atividade proteolitica também foi determinada ap6s incubacdo (37 °C, 30 min) de
ApSeL (50 pg, 100pL) com solugdes (8 mM) dos inibidores de proteases pepstatina A, E-64,
PMSF e EDTA. A atividade residual da protease foi calculada de acordo com a formula: %
inibicdo = 100 — [100 x (atividade na presenca do inibidor / atividade no controle sem inibidor)].

Os ensaios foram realizados em triplicatas.

A atividade tripsina-like foi avaliada utilizando-se o substrato sintético N-benzoil-DL-
arginil-p-nitroanilida (BApNA). ApSeL (50 uL, 0,05 mg de proteina) foi incubada por 60 min
a 37 °C com tris-HC1 0,1 M pH 8,0 (135 pL) e o substrato (8 mM, 15 puL). A hidrolise do
substrato foi seguida pela medicdo da absorbancia a 405 nm. Uma unidade de atividade foi
definida como a quantidade de enzima necessaria para hidrolisar 1 umol do substrato por

minuto. Os ensaios foram realizados em triplicatas.

A deteccdo de atividade proteolitica por zimografia foi realizada conforme descrito por
Garcia-Carrefio et al. [18]. A amostra de ApSeL foi diluida no tampdo de amostra [agua; Tris
HCI 0,5M pH 6,8; glicerol; 10% SDS, p/v; 0,5% de azul de bromefenol, v/v (38:13:26:20:2)] e
submetido a SDS-PAGE, usando gel a 12% (p/v), como descrito por Laemmli et al. [16]. A
corrida foi realizada a 4 °C. Ao término, o gel foi imerso em 2,5% de triton X-100 em tris-HCI
0,1 M pH 8,0 para que o SDS fosse removido. Em seguida, o gel foi incubado com 3% de
caseina (p/v) em tris-HCI 0,1 M pH 8,0 por 30 min a 4°C e depois por 90 min a 37 °C. Por fim,

o gel foi corado usando 0,2% (p/v) de Coomassie Blue R-250 em metanol, 4gua, &cido acético
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(40:50:10) por 3 h e descorado com solucdo de metanol, dgua e &cido acético na mesma

proporcdo. As faixas de luzes em destaque no fundo escuro indicam a atividade proteolitica.

2.5. Ensaio antimicrobiano

Neste estudo foram utilizadas as cepas microbianas: Sthaphylococcus aureus UFPEDA
02, Micrococcus luteus F00112, Bacillus megaterium ATCC 14945, Escherichia coli UFPEDA
224, Entrococcus faecalis ATCC-6057, Pseudomonas aeruginosa UFPEDA 416, Candida
albicans URM 5901, Candida krusei URM 6391, Candida glabrata URM 4246, Criptococcus
Neoformans (Sorotipo D) B3501, Criptococcus Neoformans (sorotipo A) H99 e Criptococcus
gattii (Sorotipo B) R265.

As bactérias foram fornecidas pela colecao de culturas (WDCM114) do Departamento
de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco. Os fungos foram obtidos da colecdo
de culturas da Universidade do Recife Micologia, localizada no Departamento de Micologia da
Universidade Federal de Pernambuco e do Laboratério de Fungos de Importancia Médica e
Biotecnoldgica, localizado no Centro de Biotecnologia da Universidade Federal do Rio Grande

do Sul.

Para realizacdo dos experimentos, as bactérias foram cultivadas em meio agar Mueller
Hinton e os fungos em agar Sabouraud Dextrose overnight a 37°C e 30°C, respectivamente. Em
seguida, as col6nias foram ressuspendidas em solucédo salina estéril (NaCl 0,15 M) e ajustadas
turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600 nm (DOsoo) para a obtencdo de
suspencao bacteriana de 10® UFC/mL e flingica de 5 x 10* UFC/mL. Para o ensaio, as amostras
foram filtradas em filtro de seringa PVDF 13 mm x 0,22 um estéreis. Os ensaios foram
realizados em microplacas de 96 pocos de fundo plano. A amostra (ApSeL em CaCl> 1 mg/mL;

100 pL) foi diluida no meio de cultura a partir do terceiro poco, no primeiro poco foi adicionado



100 pL do meio de cultura (controle de esterilidade) e no segundo foi colocado meio de cultura
e CaClz na proporgéo 1:1 (controle do crescimento 100%). Subsequente, 20 pL da suspenséo
microbiana foi adicionada em cada poco e incubado por 24h a 28°C. A densidade Optica (DO)
foi realizada a 600nm no tempo zero hora e apds 24horas. A concentracdo inibitoria minima
(CIM) foi definida como sendo a menor concentracdo capaz de inibir maior ou igual a 50% do
crescimento em comparagdo com o crescimento 100%. Todos os ensaios foram realizados em
triplicata. Para a determinacdo do CMB/CMF, aliquotas (10 pL) dos pogos contendo
concentragdes das amostras >CMIso foram inoculadas em placas de petri contendo meio &gar
Mueller Hinton ou Sabouraud Dextrose e posteriormente incubadas (24 h) a 37 °C ou 28 °C
por 24 h. O CMB/CMF corresponde a menor concentracdo da amostra capaz de reduzir o
numero de UFC em 99,9% em relacdo ao indculo inicial. Cada ensaio foi realizado em triplicata

e trés experimentos independentes foram realizados.

2.6. Analises estatisticas

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

considerado para indicar diferencas estatisticamente significativas.

3. Resultados e discussao

O extrato salino das sementes de A. pavonina apresentou uma concentracdo de proteinas
de 11,75 mg/mL e AH especifica de 0,68, porém quando o ensaio de AH foi realizado na
presenca de Ca?* 20 mM, ocorreu aumento na AH especifica para 21,7. Lectinas que
apresentam AH dependente de Ca* e Mn* foram isoladas de plantas e animais [20-22] e o

aumento de AH pode ser em resposta aos ions estabilizarem a estrutura do dominio
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reconhecedor de carboidratos, a falta causa instabilidade e possivel perda do potencial de
ligagéo ao carboidrato [23].

A AH do extrato foi principalmente inibida por ovoalbumina e N-acetilglicosamina,
comprovando que aglutinagdo foi promovida pela lectina [24]. Devido ao efeito do
monossacarideo na AH, uma coluna contendo quitina (polissacarideo de N-acetilglicosamina)
produzida a partir de casca de camardo [25] foi utilizada no processo cromatogréfico visando o
isolamento da lectina. O perfil cromatogréfico (Figura 1) mostra a presenga de dois picos, o Pl,
contendo proteinas ndo adsorvidas e o PIl, com proteinas que ligaram a matriz e foram eluidas
com é&cido acético 1M. AH na presenca de de Ca?* 20 mM, s6 foi detectada no PII e, portanto,
a preparacao correspondeu a ApSeL isolada (fator de purificacdo de 8,60 vezes) com AH
especifica de 187,41 (Tabela 1).

A andlise qualitativa de proteinas presentes em PlI foi realizada por PAGE em condigdes
nativas para proteinas acidas e basicas, SDS-PAGE e focalizagdo isoelétrica (Figura 1). Os
resultados revelam que ApSeL é uma proteina bésica com pl de 8,7 e constituida por
subunidade de 28 kDa. A caracterizacdo da AH de ApSeL apds a incubacdo em diferentes
valores de temperatura e pH, revelaram que a AH € estavel até 80 °C (Figura 2A) e na faixa de
pH 5-8,0 (Figure 2B).

Avaliacdo de atividade proteolitica in vitro de ApSeL utilizando azocaseina como
substrato, revelou que a lectina exibiu atividade proteolitica especifica de 477 U/mg (Tabela
1). A atividade proteolitica foi reduzida em 49,95% com o inibidor de serinoprotease PMSF e
esse fato nos estimulou a avaliar a atividade enzimatica de ApSeL com o substrato da tripsina,
uma serinoprotease [26]. A tabela 1 mostra que a lectina clivou 0 BApNA (19,747 mU/mg) e
assim, o estudo revelou que ApSeL € uma enzima do tipo tripsina-like, uma vez que quebrou
ligagOes peptidicas que envolvem residuos de arginina. As serinoproteases séo associadas a

processos fisiologicos, como sinalizagdo celular, digestdo e resposta imune inata [27] e
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extensamente estudadas em decorréncia dos seus efeitos em tratamento de inflamacGes e
cicatrizagdes. O composto quelante de metais EDTA reduziu em 40,42% a capacidade de
ApseL hidrolisar a azocaseina e isso pode ser devido a quelacdo do Ca?*. O estudo do efeito
do Ca?* na AH e atividade proteolitica de ApSeL revela a importancia do fon na estrutura e
funcéo da lectina.

A partir do ensaio de zimografia, utilizando caseina como substrato, foi possivel
identificar que a atividade proteolitica ocorreu no mesmo peso molecular que a lectina, cerca
de 28 kDa (Figura 3). A proteinas sdo capazes de serem multifuncionais, ou seja, dispdem de
maltiplas funcdes cataliticas ou de ligacdo [28] e as lectinas sdo classificadas como
quimerolectinas quando apresentam um ou mais dominios de ligacdo ao carboidrato (DRC) e
outro sitio de ligacdo que pode possuir atividade catalitica ou bioldgica de forma independente
do DRC [29]. S&o exemplos de quimerolectinas as lectinas MOA e PSL1 com atividade
proteolitica para o substrato de cisteina [30,31], a lectina de Ranacates beiana com atividade
de ribonuclease [32] e a lectina MvFL com atividade de inibidor de tripsina [33].

O género Candida abrange espécies patogénicas oportunistas que normalmente habitam
a mucosa de individuos saudaveis. Por serem espécies oportunistas, quando o sistema
imunolégico esta prejudicado, elas podem desencadear infecgdes sistémicas no hospedeiro,
com altas taxas de mortalidade [34]. As espécies mais relevantes para a area da saude e
desenvolvimento de farmacos séo: C. albicans, C. glabrata., C. parapsilosis, C. tropicalis e C.
krusei [35]. A crescente resisténcia desses fungos aos farmacos existentes tem sido descrita,
isto fermenta a busca por novos compostos antifangicos, principalmente de origem natural
[36,37].

Os dados dos testes antibacterianos mostraram que ApSeL néo interferiu no crescimento
e sobrevivéncia das cepas bacterianas testadas enquanto apenas inibiu o crescimento de C.

krusei e C. albicans com CMI de 160 e 320 pg/mL (Tabela 3). As lectinas isoladas de Portulaca
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elatior e Alpina purpurata também foram agentes fungistaticos para espécies do género
Candida com CIM de 16pg/mL e 200-400 pg/mL, respectivamente [38,39]. A lectina de
Machaerium acutifolium é uma proteina de ligacdo a N-acetilglicosamina com atividade
antifungica para C. albicans, C. parapsilosis e C. tropicalis [40].

Os mecanismos de acdo antifingico de lectinas envolve a promocdo de alteracdes
morfologicas, dano a dano a parede celular, estresse oxidativo e colapso energético [4]. A
atividade antifingica de ApSeL pode ser atribuida a interagdo da lectina com residuos de N-
acetilglicosamina presente na parede do fungo. Um antiflngico que tenha a parede celular como

alvo, é considero uma fonte eficiente de inibicdo para o crescimento do microrganismo [41].

4. Conclusao

As sementes de A. pavonina sdo fontes de ApSeL, lectina basica com AH dependente
de C?* e estavel em elevadas temperaturas e ampla faixa de pH. ApSeL é uma quimerolectina,
desde que também possui atividade proteolitica semelhante a tripsina. O estudo também

revelou uma lectina com acédo fungistatica contra espécies do género Candida.

Agradecimentos

Os autores expressdo sua gratiddao a Fundacdo de Amparo a Ciéncia e Tecnologia do

Estado de Pernambuco (IBPG-0921-2.08/18) pelo suporte financeiro.

Referéncias



[1] B.S., Cavada, M.T.L, Silva, V.J.S, Osterne, V.R., Pinto-Junior., et al. Canavalia bonariensis
lectin: Molecular bases of glycoconjugates interaction and antiglioma potential. Int. J. Biol.

Macromol. 106 (2018): 369-378.

[2] .K.L. Campos, C.S.F. Araujo, T.F. Aradjo, A.F.S. Santos, J.A. Teixeira, V.L.M. Lima,
L.C.B.B. Coelho, Anti-inflammatory and antinociceptive activities of Bauhinia monandra

leaf lectin, Biochim. Open 2 (2016) 62—68.

[3] P.M. Silva, M., Braldry, M., P., Peng., J. N. O., Silva., et al. Punica granatum sarcotesta
lectin (PgTeL) impairs growth, structure, viability, aggregation, and biofilm formation
ability of Staphylococcus aureus clinical isolates Int. J. Biol. Macromol.123 (2019): 600-

608

[4] P.M. Silva, M.C. Moura, F.S. Gomes, D. S. Trentin, A.P.S. Oliveira, et al. PgTeL, the lectin
found in Punica granatum juice, is an antifungal agent against Candida albicans and

Candida krusei. Int. J. Biol. Macromol. 108 (2018): 391-400.

[5] T.F. Procédpio, L.L.S. Patriota, M.C. Moura, P.M. Silva, A.P.S. Oliveira, L.V.N. Carvalho,
T.A. Lima, T. Soares, T.D. Silva, L.C.B.B. Coelho, M.G.R. Pitta, M.J.B.M. Rego,
R.C.B.Q. Figueiredo, P.M.G. Paiva, T.H. Napoledo, CasuL: a new lectin isolated from
Calliandra surinamensis leaf pinnulae with cytotoxicity to cancer cells, antimicrobial

activity and antibiofilm effect, Int. J. Biol. Macromol. 98 (2017) 419-429.

[6] O.A. Olajide, C.A. Echianu, A.D. Adedapo, J. M. Makinde. Anti-inflammatory studies on

Adenanthera pavonina seed extract. Inflammopharmacology 12.2 (2004): 196-201.

[7]11.S. Afolabi, 1.C. Nwachukwu, C.S. Ezeoke, R.C. Woke, O.A. Adegbite, T.D. Olawole, O.C.
Martins. Production of a new Plant-Based Milk from Adenanthera pavonina seed and

evaluation of its nutritional and health Benefits. Frontiers in nutrition 5 (2018): 9.

84



[8] T.F. Owoeye, O.0. Ajani, D.K. Akinlabu, O.l. Ayanda. Proximate composition, structural
characterization and phytochemical screening of the seed oil of Adenanthera pavonina

Linn. Rasayan Journal of Chemistry 10.3 (2017): 807-814.

[9] M.S. Rodrigues, C. F. D. Oliveira, L. H. Almeida, S.M. Neto., et al. Adevonin, a novel
synthetic antimicrobial peptide designed from the Adenanthera pavonina trypsin inhibitor

(ApTI) sequence. Pathogens and global health 112.8 (2018): 438-447.

[10] R.C. Melo, M.S. Gerongo, R.W.R. Souza, L.P.S. Ramos, F.P. Araujo., et al. Biopolymer
from Adenanthera pavonina L. seeds: characterization, photostability, antioxidant activity,

and biotoxicity evaluation.” International Journal of Polymer Science 2018 (2018).

[11] N.M.P. Araujo, G.A. Pereira, H. S. Arruda, L.G. Prado, A.L.T.G. Ruiz, et al. Enzymatic
treatment improves the antioxidant and antiproliferative activities of Adenanthera pavonina

L. seeds.” Biocatalysis and Agricultural Biotechnology 18 (2019): 101002.

[12] O.H. Lowry, N.J. Rosebrough, A.L. Farr, R.J. Randall, Protein measurement with the Folin

phenol reagent, J. Biol. Chem. 193 (1951) 265-275.

[13] P.M.G. Paiva, L.C.B.B. Coelho, Purification and partial characterization of two lectin
isoforms from Cratylia mollis Mart. (camaratu bean), Appl. Biochem. Biotechnol. 36

(1992) 113-118.

[14] R.A. Reisfeld, U.J. Lewis, D.E. Williams, Disk electrophoresis of basic proteins and

peptides on polyacrylamide gels, Nature 195 (1962) 281-283. doi:10.1038/195281a0.

[15] Kubicz, A., E. Wieczorek, and B. Morawiecka. "Acrylamide gel electrophoresis of
proteins, acid phosphatases and RN-ases from three potato varieties.” Acta Societatis

Botanicorum Poloniae 41.1 (1972): 107-112.

85



86

[16] U. Laemmli, Cleavage of structural proteins during the assembly of the head of

bacteriophage, Nature 227 (1970) 680—685.

[17] A. Azeez, A. P. Sane, D. Bhatnagar, P. Nath. Enhanced expression of serine proteases

during floral senescence in Gladiolus. Phytochemistry 68.10 (2007): 1352-1357.

[18] F. L, Garcia-Carreno, L. E,Dimes, & N. F, Haard. Substrate-gel electrophoresis for
composition and molecular weight of proteinases or proteinaceous proteinase inhibitors.

Analytical biochemistry, 214(1) (1993). 65-69

[19] R.C.F. Cheung, H.H. Leung, W.L. Pan, T.B. Ng. A calcium ion-dependent dimeric bean
lectin with antiproliferative activity toward human breast cancer MCF-7 cells. The Protein

Journal 32.3 (2013): 208-215.

[20] BM Ly, VT Hao, DT Trung, VTD Trang, PTH Trinh, NTD Ngoc, & M Quang,.
Purification, characterization and biological effect of lectin from the marine sponge Stylissa
flexibilis (Lévi, 1961)." Comparative Biochemistry and Physiology Part B: Biochemistry

and Molecular Biology 216 (2018): 32-38.

[21] L.D. Hung, B.M. Ly, V.T. Hao, D.T. Trung, V.T.D. Trang, P.T.H. Trinh, N.T.D. Ngoc,
T.M. Quang. Purification, characterization and biological effect of lectin from the marine
sponge Stylissa flexibilis (Lévi, 1961). Comp. Biochem. Physiol. B Biochem. Mol. Biol.,

216 (2018), pp. 32-38

[22] V.R. Pinto-Junior, J.L.A. Correia, R.I. Pereira, F.N. Pereira-Junior, M.Q. Santiago, V.J.S.
Osterne, et al. Purification and molecular characterization of a novel mannose-specific
lectin from Dioclea reflexa hook seeds with inflammatory activity. J. Mol. Recognit., 29

(2016), pp. 134-141



[23] R Loris, | Van Walle, H De Greve, S Beeckmans, F Deboeck, L Wyns, J Bouckaert.
Structural basis of oligomannose recognition by the Pterocarpus angolensis seed lectin. J.

Mol. Biol. 335 (2004): 1227-1240.

[24] L.C.B.B. Coelho, P.M.S. Silva, V.L.M. Lima, E.V. Pontual, P.M.G. Paiva, T.H. Napoleéo,
M.T.S. Correia, Lectins, interconnecting proteins with biotechnological/pharmacological
and therapeutic applications, Evid. Based Complement. Alternat. Med. 2017 (2017)

1594074.

[25] TB Cahu, SD Santos, A Mendes, CR Cordula, SF Chavante, LB Carvalho Jr, et al.
Recovery of protein, chitin, carotenoids and glycosaminoglycans from Pacific white shrimp

(Litopenaeus vannamei) processing waste. Process Biochemistry, 47(4) (2012). 570-577.

[26] G.A.N. Li-Ping, L. Ren-Hua, L. Yan-Jien. Serine proteinase (SP) and serine protease
inhibitor (serpin) gene expression after hormone treatment in the silkworm Bombyx mori

(Lepidoptera: Bombycidae). J. Asia-Pac. Entomol. 19.4 (2016), 1203-1210.

[27] L.L.S. Patriota, T.F. Procopio, J.S. Brito, V. Sebag, A.P.S. Oliveira, A.K.A. Soares, L.R.
Moreira, T.A. Lima, T. Soares, T.D. Silva, P.M.G. Paiva, V.M.B. Lorena, C.M.L. Melo,
L.P. Albuquerque, T.H. Napoledo. Microgramma vacciniifolia (Polypodiaceae) fronds
contain a multifunctional lectin with immunomodulatory properties on human cells. Int. J.

B iol. Macromol., 103 (2017), pp. 36-46

[28] K.S. Nascimento, F.L.F. Nascimento, M.T.L. Silva, C.B. Nobre, C.G. Moreira, L.A.C.
Brizeno, et al. Purification of a thermostable antinociceptive lectin isolated from Andira

anthelmia J. Mol. Recognit., 29 (2016), pp. 248-252

87



[29] K. Kirschner, H. Bisswanger. Multifunctional proteins. Ann. Rev. Biochem., 45 (1976),

pp. 143-166

[30] W.J. Peumans, J.M. Van Damme, A. Barre, P. Rougé. Classification of plant lectins in
families of structurally and evolutionary related proteins. The Molecular Immunology of

Complex Carbohydrates—2. Springer, Boston, MA, (2001). 27-54.

[31] G. Cordara, H.C. Winter, 1.J. Goldstein, U. Krengel, K. Sandvig. The fungal chimerolectin
MOA inhibits protein and DNA synthesis in NIH/3T3 cells and may induce BAX-mediated

apoptosis. Biochem Biophys Res Commun., 447 (2014), pp. 586-589,

[32] G. Cordara, D. Manna, U. Krengel. Family of papain-like fungal chimerolectins with

distinct Ca2+-dependent activation mechanism. Biochemistry 56.35 (2017): 4689-4700.

[33] T. Tatsuta, M. Hosono, S. Sugawara, Y. Kariya, Y. Ogawa, S. Hakomori, K. Nitta, Sialic
acid-binding  lectin  (leczyme) induces caspase-dependent apoptosis-mediated
mitochondrial perturbation in Jurkat cells, Int. J. Oncol. 43 (2013) 1402-1412.

doi:10.3892/ij0.2013.2092.

[34] A.G. Almonte, J.D. Sweatt. Serine proteases, serine protease inhibitors, and protease-
activated receptors: roles in synaptic function and behavior." Brain research 1407 (2011):

107-122.

[35] P.G. Pappas. M. Lionakis, M. Arendrup, L. Ostrosky-Zeichner, B. Kullberg, Invasive

candidiasis. Nat. Rev. Dis. Primers 4, (2018) 18026.

[36] J.X.S. Neto, M.L. Pereira, J.T.A. Oliveira, L.C.B. Rocha-Bezerra, T.D.P. Lopes, H.P.S.
Costa, D.O.B. Sousa, B.A.M. Rocha, T.B. Grangeiro, J.E.C. Freire, A.C.O. Monteiro-
Moreira, M.D.P. Lobo, R.S.N. Brilhante, I.M. Vasconcelos, A chitin-binding protein

purified from Moringa oleifera seeds presents anticandidal activity by increasing cell

88



membrane permeability and reactive oxygen species production, Front. Microbiol. 8 (2017)

980

[37] M.A. Pfaller, G.J. Moet, S.A. Messer, R.N. Jones, M. Castanheira. Candida blood stream
infections: comparison of species distributions and antifungal resistance patterns in
community-onset and nosocomial isolates in the SENTRY antimicrobial surveillance

program, 2008-2009. Antimicrob. Agents Chemother., 55 (2011), pp. 561-566

[38] R. Edgar, N. Friedman, S. Molshanski-Mor, U. Qimron. Reversing bacterial resistance to
antibiotics by phage-mediated delivery of dominant sensitive gene. Appl. Environ.

Microbiol., 78 (2012), pp. 744-751.

[39] J.D.F. Silva, S.P. Silva, P.M. Silva, A.M. Vieira, L.C.C. Araudjo, T.A. Lima, A.P.S.
Oliveira, L.V.N. Carvalho, M.G.R. Pitt, M.J.B.R. Melo, 1.0. Pinheiro, R.B. Zingali,
M.S.M. Cavalcanti, T.H. Napoledo, P.M.G. Paiva. Portulaca elatior root contains a
trehalose-binding lectin with antibacterial and antifungal activities. Inter. J. Biol.

Macromol., 126 (2019), pp. 291-297

[40] G.R.S. Ferreira, J.S. Brito, T.F. Procépio, N.D.L. Santos, B.J.R.C. Lima, L.C.B.B. Coelho,
D.M.D.A.F. Navarro, P.M.G. Paiva, T. Soares, M.C. Moura, T.H. Napoledo. Antimicrobial
potential of Alpinia purpurata lectin (ApuL): Growth inhibitory action, synergistic effects
in combination with antibiotics, and antibiofilm activity. Microb. Pathoge., 124 (2018), pp.

152-162

[41] L.P. Dias, A.L. Aradjo, N.M. Silva, R.R. Santos, M.H. Roma et al. Machaerium
acutifolium lectin alters membrane structure and induces ROS production in Candida

parapsilosis. Int. J.Biol. Macromol. 163 (2020): 19-25.

[42] M.A. Ansari, Z. Fatima, S. Hammed. Anticandidal effect and mechanisms of

monoterpenoid, perillyl alcohol against Candida albicans. PloS one 11.9 (2016): e0162465.



Legendas das figuras

Figura 1. Purificacdo da lectina de sementes de A. pavonina (ApSeL) por cromatografia do
extrato utilizando matriz de quitina de camardo. A etapa de lavagem usou NaCl 0,15M, que
apresentou o pico | sem hemaglutinacdo. O segundo pico foi eluido com &cido acético 1M,
apresentou hemaglutinacéo e foi considerado a lectina ApSeL. As inser¢cdes mostram o perfil
de ApSeL na focaizacdo isoelétrica (1), SDS-PAGE em condi¢6es desnaturantes (12%, p/v) (2)

e nativa bésica (3).

Figura 2. Caracterizacdo da atividade hemaglutinante de ApSeL em incubacdo com diferentes

temperaturas (A) e pH (B).

Figura 3. Zimografia da ApSeL pavonina utilizando caseina como substrato. Uma banda clara
contra o fundo escuro indica a atividade de protease, correspondendo a um polipeptideo de

massa molecular de cerca de 28 kDa
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Tabela 1. Purificacdo da lectina das sementes de Adenanthera pavonina (ApSeL) com base em suas atividades hemaglutinante, proteolitica e

tripsina-like.

Amostra Atividade Hemaglutinante (AH) Atividade Proteolitica (AP) Atividade Tripsina-like (AT)
Proteina Unidades AH Fator de Proteina Unidades AP Fator de Proteina Miliunidades AT Fator de
(mg/mL) (V) especifica purificacdo (mg) (9)] especifica purificacdo  (mg) (mU) especifica purificacdo

(Umg) (¥ (Umg) (¥ (mU/mg)  (x)

Extrato 11,75 256 21,78 1 0,283 32,6 115,2 1 0,283 0,755 2,670 1

Bruto

ApSeL 0,683 128 187,41 8,60 0,05 23,8 477 414 0,05 0,987 19,747 7,39

AH especifica corresponde a razao entre o numero de unidades e a concentracdo de proteina (mg/mL). As AP e AT especificas correspondem a
razdo entre o nimero de unidades e a quantidade de proteina (mg) no ensaio. O fator de purificacdo foi calculado pela razéo entre a atividade
especifica da lectina e a atividade especifica do extrato



Tabela 2. Atividade hemaglutinante de ApSelL, na presenca de carboidratos e

glicoproteinas, e reducdo da atividade enzimatica frentre a inibidores de proteases.

Carboidratos / Glicoproteina

AH especifica de ApSeL

Monosacacrideos (0.25 to 200 mM)
Galactose
Glicose
Manose
N-acetil-glicosamina
Ribose
Arabinose
Frutose
Maltose
Glicopiranose
Lactose
Glicoproteina (0.25 to 1.0 mg/mL)

Ovalbumina

46,852
93,701
46,852
2,928

46,852
93,701
46,852
93,701
93,701

93,701

11,713

Inibidores de proteases

% de inibicédo

Pestatina A

EDTA

E-64

PMSF

12,79
40,42
22,23

49,95

AH especifica de ApSeL.: 187,41
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Tabela 3. Atividade antimicrobiana de ApSeL.

Microrganismos CMI CBM/CFM

Bactérias
S. aureus ND ND
E. faecalis ND ND
M. luteus ND ND
E. coli ND ND
P. aeruginosa ND ND
B. megaterium ND ND

Fungos
C. albicans 160 ND
C. krusei 320 ND
C. glabrata ND ND
C. neoformans B3501 ND ND
C. neorformans H99 ND ND
C. gattii R265 ND ND

CMI expresso em pg/mL; ND: ndo detectado
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5. CONCLUSAO

O estudo mostrou que o extrato salino das sementes contém metabdlitos secundarios
e proteinas, ndo é toxico nas doses de 2000 e 5000 mg/kg e apresenta atividade anti-
Criptococcus.. Também, que a lectina ApSeL, isolada a partir do extrato salino, € uma
quimerolectina ligadora de quitina com atividade de protease e fungistatica contra

Candida.
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