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RESUMO

Lectinas sdo proteinas ubiquas e singulares caracterizadas por sua capacidade de se ligar
seletivamente a residuos de carboidratos especificos sem alterar a estrutura dos mesmos. As
propriedades de ligacdo ao aguicar das lectinas ilustraram que a atividade destas se estende
além da hemaglutinagdo das células, tendo um grande potencial de aplicagcdes
biotecnolégicas, incluindo acdo antimicrobiana. Entre muitas atividades de interesse
cientifico, a atividade antibacteriana é relatada para as lectinas de leguminosas, apresentando
alto potencial como agente antimicrobiano, sendo por isso abordado a acdo dessas
biomoléculas contra bactérias patogénicas. Nesse trabalho € apresentado um estudo de
bioprospeccdo com uma espécie pertencente ao género Bauhinia, no qual as lectinas ja
estudadas possuem diversas aplicabilidades promissoras. Bauhinia divaricata L. € uma planta
medicinal de uso popular, no qual foi realizada uma triagem para avaliar a presenca de
lectinas nos extratos protéicos e a melhor condi¢do de extracdo dessas proteinas. O presente
trabalho indicou a presenca de atividade hemaglutinante nos extratos proteicos, evidenciando
a melhor condicdo de extracdo em pH &cido. Novos estudos podem auxiliar na obtencdo de
uma melhor atividade com outros eritrécitos para as lectinas do extrato de B. divaricata, e
também auxiliar em trabalhos de caracterizacdo, purificacdo e em ensaios de atividades

bioldgicas futuros.

Palavras-chave: Lectinas, Atividade antibacteriana, Atividade hemaglutinante, Bauhinia

divaricata.



ABSTRACT

Lectins are unique and ubiquitous proteins characterized by their ability to selectively bind to
specific carbohydrate residues without altering their structure. The sugar-binding properties of
lectins illustrated that their activity extends beyond the hemagglutination of cells, having great
potential for biotechnological applications, including antimicrobial action. Among many
activities of scientific interest, the antibacterial activity is reported for legume lectins,
presenting high potential as an antimicrobial agent, and therefore the action of these
biomolecules against pathogenic bacteria is addressed. This work presents a bioprospecting
study with a species belonging to the genus Bauhinia, in which the lectins already studied
have several promising applications. Bauhinia divaricata L. is a popularly used medicinal
plant, in which a screening was carried out to evaluate the presence of lectins in protein
extracts and the best condition for extracting these proteins. The present work indicated the
presence of hemagglutinating activity in the protein extracts, evidencing the best condition of
extraction in acidic pH. New studies may help in obtaining a better activity with other
erythrocytes for the lectins from the extract of B. divaricata, and also help in characterization,

purification and future biological activity assays.

Keywords: Lectins, Antibacterial activity, Haemagglutinating activity, Bauhinia divaricata.
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1. INTRODUCAO
1.1 Lectinas

Inicialmente era dificil diferenciar lectinas de outras moléculas que também possuem
capacidade de aglutinar células, como polifendis, alguns lipidios e substdncias catidnicas.
Dessa forma, surgiu a necessidade de ditar requisitos para classificar as lectinas, entdao foi
observado caracteristicas proprias que permitem diferenciar essas macromoléculas, que sdo:
protefnas ou glicoproteinas, ubiquas, com capacidade de reconhecer carboidratos de modo
especifico e reversivel, além de ndo se associarem ao sistema imunolégico e ndo alterar a
estrutura quimica dos agucares (GOLDSTEIN et al, 1980, VAN DAMME et al., 1995,
GABIUS et al., 1997). Entretanto, novos estudos relacionam as lectinas no reconhecimento
de invasores e envolvimento na autofagia, além de sua importancia na sinalizacdo de estresse
e outros processos relacionados ao sistema imunolégico, assim evidenciando que essas
proteinas fazem parte do sistema imune (DE SCHUTTER; VAN DAMME, 2015;
TSANEVA; VAN DAMME, 2020).

Em suma, as lectinas reconhecem de modo especifico e reversivel carboidratos ja que
possuem pelo menos um dominio de reconhecimento ao carboidrato (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995). Devido a essa caracteristica, geralmente serem di- ou polivalentes,
fundamenta a capacidade destas moléculas hemaglutinarem células como eritrdcitos.
Portanto, quando interagem com células, elas ndo somente se ligam aos seus carboidratos de

membrana, mas atuam também na aglomeracao dessas células (LIS, SHARON, 1998).

Cada lectina se liga de forma especifica aos agucares, no qual sdo encontrados com
frequéncia nas membranas celulares na forma de glicoconjugados, sendo exemplares de
acicares comumente associados glicose, manose, fucose, galactose, N-acetil-D-
galactosamina e N-acetil-D-glicosamina (SHARON, LIS, 2004). Dito isto, a defini¢do mais
atual designa lectinas como (glico) proteinas ubiquas e singulares caracterizadas por sua
capacidade de se ligar seletivamente a residuos de carboidratos especificos sem alterar a

estrutura dos mesmos. (CHEN, VAN DAMME, 2021).



1.2 Distribuicao das lectinas vegetais

As lectinas s@o amplamente distribuidas na natureza, sendo relatada sua presenca em
diversos organismos, desde os mais simples como bactérias e virus, e complexos como
fungos, animais, e principalmente sendo encontrada de forma substancial em plantas (VAN
HOLLE; VAN DAMME, 2019). As lectinas vegetais podem ser encontradas em qualquer
parte das plantas, em quantidades dessemelhantes. Nas sementes, entretanto, é possivel
encontrar em uma concentracdo maior, chegando até 10% do peso total da semente, por isso
¢ bastante utilizado na realizacio de outros estudos como atividades biolégicas e
caracterizacdo (LORIS, 2002; SHARON e LIS, 2004). Nessa perspectiva, as lectinas sdo
encontradas em diversos alimentos, sobretudo nas espécies vegetais utilizadas para o
consumo, no qual podem ser obtidos diretamente da natureza ou processados, contendo

cerca de 30% de lectinas ativas (NACHBAR; OPPENHEIM, 1980).

E adotada a ideia de que as lectinas possuem um papel ativo em processos biolégicos
fundamentais nas plantas porque sdo encontradas em muitas espécies diferentes e em muitos
6rgaos e tecidos. Por causa disso, ocorre a associagdo das lectinas vegetais com a defesa da
planta, principalmente devido a especificidade voltada para carboidratos que geralmente sao
ausentes em plantas, o que € um forte indicio de aplicabilidade em atividades anti-insetos,
anti-fungicas, antivirais e antibacterianas (PEUMANS, VAN DAMME, 1995; JAIN et al.,
2022).

Nesse contexto, as lectinas podem ser divididas em cléssicas e induzidas, dependendo
de varidveis que atuam na sua expressdo, o que afeta a quantidade dessas proteinas no
material vegetal. Aquelas ditas como cldssicas sdo proteinas expressas que estdo presentes
em uma ampla variedade de tecidos e estdo envolvidas em vdrios processos fisiologicos.
Apesar da presenca em todos os Orgdos vegetais, os niveis de expressdao dessas moléculas
podem variar consideravelmente, no geral correspondem de 0,1 a 10% do total de proteinas

de acordo com o tecido vegetal analisado (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Ja as lectinas pouco expressas, sendo necessdrios estimulos especificos, como
patogenos, estresse ou lesdo, s6 foram descobertas no final da década de 1990. Essas lectinas
sdo dificilmente detectdveis em condicdes normais de crescimento da planta, mas sua acao
dentro da célula vegetal é de suma importancia na sinalizagdo intracelular. Isso ocorre

devido ao fato da expressdo dessas lectinas ocorrerem normalmente quando a planta é



exposta as condi¢des de estresse, por exemplo, alteracdes bidticas e abidticas (LANNOO;

VAN DAMME, 2010; VAN DAMME, 2014).
1.3 Breve historico

O primeiro estudo de aglutinacdo de células sanguineas data de 1860, um trabalho
realizado pelo pesquisador S. Weir Mitchell, no qual avaliou a capacidade do veneno de
Crotalus durissus de aglutinar eritrécitos de pombo. Seguidamente, ainda no século XIX,
foram descobertas moléculas capazes de aglutinar eritrdcitos, sendo detectadas inicialmente
dentro do reino vegetal e nomeadas de aglutininas ou fitohemaglutininas. Essa evidenciag¢ao

estabelece o inicio da lectinologia (SHARON; LIS, 2004).

Dessa forma, os estudos de Hermann Stillmark, em 1888, trouxe a descoberta de uma
molécula presente no extrato protéico da mamona, no qual aglutina os eritrécitos e apresenta
uma alta toxicidade, sendo denominada de Ricina. A relacdo entre a toxicidade da Ricina e a
presenca de atividade hemaglutinante foi importante para a bioquimica vegetal, pois a Ricina
¢ a primeira proteina de planta que despertou interesse cientifico devido a sua toxicidade,
sendo por isso conjecturado acerca de aplicagdes biologicas (VAN DAMME et al., 1998;
SHARON; LIS, 2004).

Posteriormente, H. Hellin descreveu outra lectina com notédvel toxicidade, que foi
isolada de sementes de jeriquiti (Abrus precatorius), denominada de Abrina (SHARON; LIS,
2004). Paul Ehrlich usou a Ricina e a Abrina como modelos de antigenos em estudos
imunoldgicos, sendo estabelecidos vdrios principios da imunologia, devido as diferencas
dessas toxoalbuminas e a capacidade de acdo de imunizag¢do. Dessa forma, tais principios
como o da especificidade do anticorpo ao seu antigeno, o fendmeno de memodria
imunoldgica e que a imunidade as toxinas sdo transferidas de uma mae para sua prole foram

mais bem compreendidos a partir desse estudo (SHARON; LIS, 2004).

Em 1954, Boyd e Shapleigh designaram o termo lectinas para essas macromoléculas,
que vem do verbo latino: "legere" que significa selecionar ou escolher. Muito tempo depois
foi notado que o cardter toxico dessas macromoléculas ndo € tdo comum no reino vegetal,
sendo isoladas outras lectinas que permitiram ampliar o conhecimento dessas biomoléculas,
principalmente a partir da década de 70, periodo no qual novas aplicacdes biotecnoldgicas

foram desenvolvidas (VAN DAMME et al., 1998, SHARON; LIS, 2004).
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A primeira lectina purificada, em 1919, em estudos realizados por James Sumner foi
isolada de sementes de feijao de porco, Canavalia ensiformis, no qual foi denominada de
concanavalina A (ConA). Em 1936, os pesquisadores Summer ¢ Howell determinaram
diversos atributos interessantes para a ConA, como a capacidade de aglutininar eritrécitos e
leveduras, além de precipitar glicogénio de solugdes. A partir da investigacdo que
comprovou a inbicdo da atividade de hemaglutinacdo por sacarose, foi possivel constatar a
especificidade das lectinas por agicares (SHARON; LIS, 2004). Entretanto, apenas em 1952
foi feita a ligacdo entre a atividade hemaglutinante e a questdo da especificidade de ligacao

com o acgucar (WATKINS; MORGAN, 1952).

Em 1900, o médico austriaco Karl Landsteiner descobriu o sistema de grupos
sanguineo ABO, sendo considerado um marco para realizacdo de transfusdes de sangue de
forma mais segura. Alguns anos depois, ele avaliou que a atividade de hemaglutinacdo de
proteinas vegetais pode diferir significativamente dependendo do tipo de células sanguineas.
Nesse estudo, Landsteiner avaliou os extratos proteicos de Phaseolus vulgaris, Pisum
sativum e Vicia sativa, que apresentaram diferentes titulos de hemaglutinacio quando

testados com eritrécitos de diferentes animais (LANDSTEINER, RAUBITSCHEK, 1907).

Em 1960, Nowell descobriu a atividade mitogénica para linfécitos de uma lectina
chamada fitohemaglutinina (PHA) isolada de Phaseolus vulgaris (MOREIRA et al.,1991),
assim como outras lectinas demonstraram ter efeito mitogénico, como a Concavalina A, ou
seja, provoca os linfécitos a sofrerem mitose. O que foi entendido apenas posteriormente €
que a atividade pode ser inibida com uma pequena quantidade do actcar que a lectina
apresenta especificidade. Essa descoberta mostrou que a causa da atividade mitogénica das
lectinas ocorre devido a reacd@o entre a proteina e os carboidratos presentes na superficie dos
linfécitos. O que demonstra a evolucdo nos estudos de imunologia, pois 0 que se sabia
anteriormente era que os linfécitos nao tinham capacidade de se diferenciar ou dividir-se

(SHARON; LIS, 2004).

Além disso, alguns anos depois, estudos realizados por Joseph C. Aub demonstraram
que a aglutinina de gérmen de trigo (WGA) reconhece e aglutina preferencialmente células
malignas (Aub et al.,1963). Essa evidéncia foi um marco que correlaciona os carboidratos na
superficie celular com o desenvolvimento do cincer (REMMELINK et al., 1999), além de
que, outras lectinas mostraram a mesma atividade, como a concanavalina A (INBAR; BEN-

BASSAT; SACHS, 1973, SHARON; LIS, 2004). Dessa forma, as propriedades de ligacio
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ao acgucar das lectinas ilustraram que a atividade da lectina vai além da hemaglutinacdo das
células, tendo um grande potencial de aplicacdes biotecnoldgicas, tais como reconhecimento
célula-célula, modulacdo do sistema imunoldgico e defesa contra patégenos (SHARON;

LIS, 2007).

Devido a sua importancia, na década de 1970, ocorreu uma intensificagdo dos estudos
sobre as propriedades moleculares de lectinas de maneira individual, com isso, é possivel
conhecer mais dessas proteinas a nivel molecular. Esses estudos abrangeram pesquisas que
determinaram as principais caracteristicas fisico-quimicos das lectinas (pH, temperatura,
ions divalentes), sequenciamento de aminodcidos e elucidacdo da sua estrutura 3D. Até o
advento de tecnologias do DNA recombinante, a determinacdo da estrutura primdria das
lectinas procedeu bastante lentamente, sendo conhecido pouco do sequenciamento das
lectinas vegetais (POVINELI; FINARDI FILHO, 2002). Assim, a inovacdo tecnoldgica
permitiu determinar a estrutura tridimensional da primeira lectina por cristalografia de raios

X, no qual a concanavalina A € a precursora desse estudo (EDELMAN et al., 1972).

1.4 Classificaciao das Lectinas Vegetais

Um extenso estudo com base em avangos recentes na bioquimica, envolvendo
clonagem molecular e andlise estrutural de lectinas de plantas acarretaram em uma divisao
das lectinas vegetais em 12 familias de proteinas com estruturas relacionadas
evolutivamente: lectinas de leguminosas, aglutinina de Agaricus bisporus (ABA), dominio
Amarantina, lectinas relacionadas a jacalinas, aglutinina relacionada a quitinase (CRA),
dominio Cianovirina, aglutinina de Galanthus nivalis (GNAS), dominio da Heveina,
dominio Lys-M, dominio da Ricina, Nicotiana tabacum agglutinin (Nictaba) e as lectinas de

floema de Curcubitacea (TSANEVA; VAN DAMME, 2020).

A aglutinina Agaricus bisporus (ABA) € um tipo de proteina que pode ser extraida do
cogumelo Agaricus bisporus, no qual existe como um tetrdmero. Cada mondmero ABA
possui dois sitios de reconhecimento para GlcNAc e GalNAc (NAKAMURA-TSURUTA et
al.,, 2006). As lectinas desta familia sio comumente isoladas de outros fungos, existindo
poucos representantes desta familia relatados em plantas inferiores, em particular a
Marchantia polymorpha (LANNOO; VAN DAMME, 2010, TSANEVA; VAN DAMME,
2020).
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J4 as lectinas semelhantes a Amaranthus caudatus, possuem o género Amaranthus
como principal representante, sendo reconhecida distintamente de outras familias de lectinas
com base em sua sequéncia Unica de aminoécidos e estrutura tridimensional. Essa familia
ocorre geralmente como hololectinas, mas ja foram reportadas quimerolectinas que possuem
um dominio de amaranto ligado a uma toxina formadora de poros chamada aerolisina. Uma
caracteristica em comum € a especificidade por N-acetilgalactosamina (VAN DAMME et

al., 1998).

As lectinas relacionadas a jacalina (LRIJS) sdo lectinas estruturalmente semelhantes a
Jacalina, uma proteina especifica para galactose obtida de sementes de jaca, Artocarpus
integrifolia (BOURNE et al., 2002). O dominio Jacalina pode ser descrito como um prisma
triplo B simétrico arranjado a partir de trés folhas f de quatro fios. Sua importancia esta
relacionada principalmente na resisténcia a doencas, estresse abidtico e desenvolvimento das

plantas (VAN HOLLE et al., 2018, ESCH et al., 2017, BOJAR et al., 2022).

As lectinas que se ligam a quitina (CRA) € uma familia que é capaz de se ligar a
residuos de N-acetilglicosamina, que ¢é a principal unidade monomérica da quitina.
Representa uma familia de lectinas com homologia a quitinases de classe V. Apesar disso,
essas proteinas nao possuem atividade de quitinase (TSANEVA et al.,2020). Uma
caracteristica notdvel é o fato desse grupo se ligar a N-glicanos com alto teor de manose. No
geral, as lectinas de ligac@o a quitina desempenham papéis importantes em VAarios processos
biol6gicos, como defesa de plantas, desenvolvimento de insetos e patogénese de fungos

(TRINDADE et al., 2016, SUETAKE, TETSUYA, 2000).

A familia das lectinas cianovirina € baseada na cianobactéria Nostoc ellipsosporum,
sendo também representantes algas azuis, bactérias, fungos, samambaias e Lycopsidas, nao
sendo encontrado em plantas superiores. As lectinas desta familia sdo caracterizadas por uma
folha B de forma alongada que exibe pseudosimetria. Apresenta como caracteristica o
reconhecimento de moléculas de acucar especificas, como a manose (BOTOS et al., 2002,

TSANEVA et al.,2020).

A aglutinina Nicotiana tabacum (Nictaba) é uma lectina encontrada nas folhas da
planta do tabaco, pertencendo a familia das lectinas relacionadas a Nictaba (NRLs). E um
homodimero, ou seja, possuem duas subunidades idénticas de 19 kDa. Caracteristicamente,

se ligam fortemente a N-glicanos ricos em manose, N-glicanos complexos e em quantidade



13

inferior para oligdbmeros de GIcNAc. Ainda faltam dados em relacdo a estrutura
tridimensional, mas estudos de modelagem molecular propdem que as proteinas relacionadas
a essa familia possuem uma estrutura B-sanduiche composta por duas folhas B conectadas

por lacos estendidos (SCHOUPPE et al., 2010).

Galanthus nivalis aglutinina (GNA) € caracterizada por lectinas que geralmente
pertencem ao grupo de monocotiledoneas, apesar de encontradas em gimnospermas,
dicotiledoneas, bem como em algumas bactérias, fungos, peixes e até mesmo foi relatada em
um virus e sdo conhecidas por se ligarem especificamente a residuos de manose. A
Cristalografia de raios X mostrou que cada subunidade se dobra como um prisma
composto por trés folhas B antiparalelas de quatro fitas no qual se configuram em trés sitios

de ligacao a manose (VAN DAMME et al., 2008).

As lectinas com dominio heveina sdo uma familia de lectinas vegetais caracterizadas
pela presenca de uma sequéncia conservada de aminoécidos conhecida como dominio
heveina, sendo uma pequena proteina monomérica que se liga aos oligobmeros GIcNAc e
quitina, por isso atuando com atividade antifingica (ASENSIO et al., 2000). Essa proteina
foi identificada pela primeira vez no latex da seringueira Hevea brasiliensis, que € a fonte da
borracha natural, apresentando na sua estrutura tridimensional trés fitas de B-folha e duas a-
hélices curtas, no qual sdo relatadas em plantas e fungos (VAN DAMME; LANNOO:;
PEUMANS, 2008).

As lectinas com dominio LysM sao uma familia de proteinas caracterizadas pela
presenca de uma sequéncia de aminodcidos conservada, no qual seus representantes sao
principalmente as bactérias, porém sdo proteinas ubiquas. E caracterizado por duas a-hélices
empacotadas no mesmo lado de uma [-folha antiparalela tendo como resultado uma
estrutura secundaria B-a-o-f (BATEMAN; BYCROFT, 2000, VAN HOLLE et al., 2015).
As proteinas contendo LysM tem como caracteristica a presenca de receptores de ligacao a
quitina, interacdo com peptidoglicanos e lipopolissacarideos (DESAKI et al., 2018; KAKU
et al., 2006).

A familia do dominio Ricina-B é um grupo de lectinas que compartilham
semelhangas estruturais e de sequéncia com o dominio de lectina da toxina vegetal ricina
(Ricinus communis), sendo essas proteinas encontradas abrangentemente na natureza. Esse

dominio de ligacdo a carboidratos reconhece especificamente residuos terminais de galactose
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ou GalNAc contendo estruturas de glicano. As proteinas dessa familia sdo inativadora de
ribossomos (RIP), sendo entdo lectinas quiméricas. Exemplares de lectinas sdo a Abrina
extraida de Abrus precatorius e a lectina extraida de Abrus pulchellus (Pulchelina) (VAN

DAMME, 1998, CASTILHO et al., 2008, OSTERNE, 2016).

As lectinas isoladas do floema das Cucurbitaceae ou lectinas do floema homélogas a
Cucurbitaceae sao proteinas bastantes homogéneas formadas por duas subunidades de 24
kDa ligantes a N-acetilglicosamina. De forma geral sdo glicosiladas, possuindo afinidade
para quitina. Todas as lectinas dessa familia sdo similares sequencialmente entre si, sendo
completamente diferentes quanto a sequéncia quando comparadas as outras familias

botanicas (VAN DAMME et al., 1998).

Por fim, a familia das lectinas de leguminosas no qual é a mais estudada, sendo
caracterizada por serem bastante similares em suas caracteristicas fisico-quimicas,
representando um grupo diversificado de proteinas com uma ampla gama de aplicacdes
potenciais (PINTO et al., 2005). E observado que nem todas as lectinas isoladas desta
familia pertencem a classificacdo de lectinas de leguminosas, ou seja, pertencem a outras
classes ja abordadas anteriormente com base na estrutura da proteina (DAMME et al., 1998).
Dessa forma, quando pertencentes a esta classe de lectinas, apresentam homologia em suas
estruturas primdrias e tercidrias, diferindo nas caracteristicas estruturais quaterndrias
((SHARON; LIS, 1990; LORIS et al., 1998). Visto sua importancia nesse estudo, esse topico

€ abordado mais profundamente adiante.

Nessa perspectiva, com base nos estudos de sequenciamento de lectinas, a
especificidade de carboidratos pode estar relacionada a fatores além da estrutura
tridimensional do dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD). (VAN DAMME,
2014). Como por exemplo, sdo as lectinas do género Parkia, com afinidade especifica por D-
manose/D-glicose, que apesar de ser um gé€nero pertencente a familia das leguminosas, as
suas lectinas apresentam motivos e dominios proteicos caracteristicos de lectinas

relacionadas a Jacalina (BARI et al., 2016).

As lectinas constituem um grupo de proteinas cuja heterogeneidade se baseia nas suas
propriedades bioquimicas e fisico-quimicas, estrutura molecular, especificidade e atividades
biolégicas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Em relacdo a estrutura geral, com base nos

dominios de reconhecimento ao carboidrato (CRDs), as lectinas vegetais podem ser
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divididas em quatro classes: Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e Superlectinas

(Van Damme et al. 1998).

As merolectinas sdo uma classe muito comum que contém exclusivamente um tnico
dominio de ligacdo a carboidratos, por isso ndo sdo capazes de precipitar glicoconjugados ou
aglutinar células devido ao seu cardter monovalente. A heveina € uma proteina que se liga a
quitina e € extraida do latex da seringueira (Hevea brasiliensis), sendo a principal represente
dessa classe. Proteinas do tipo heveina como a Selaginella moellendoffii compartilham uma
relacdo evolutiva, no qual ja foram realizados estudos em modelos de ligacdo, por exemplo,
com os receptores de ligacdo da proteina viral Spike (VAN PARIJS et al., 1991,
ALSOLAMI et al., 2023).

A classe com a maior representacdo de lectinas vegetais sao as de hololectinas. Essas
proteinas possuem pelo menos dois ou mais dominios de ligacdo semelhantes ou idénticos,
sendo assim, di ou polivalentes com habilidade de aglutinar células e precipitar
glicoconjugados. As lectinas de leguminosas geralmente estdo dentro dessa classificagdo, a

lectina de Bauhinia forficata (BfL) é um exemplo dessa classe (LUBKOWSKI et al., 2017).

As quimerolectinas consistem de um dominio de liga¢do a carboidrato € um dominio
ndo relacionado que apresenta fungdo catalitica bem definida ou outra atividade bioldgica,
atuando de forma independente do dominio de ligacdo a carboidratos. Além das Proteinas
inativadoras de ribossomos (RIPs), principais representante desta classe (Ricina e Abrina)
(PEUMANS; VAN DAMME, 1998), a lectina PPL-2 também estd incluida, sendo obtida a
partir de sementes de Parkia platycephala, possuindo um sitio catalitico com atividade

endoquitindsica, além do dominio de ligacdo a carboidratos (CAVADA et al., 2006).

A classe de lectinas compostas por multiplos dominios de ligacdo distintos capazes
de interagir com acucares diferentes corresponde as superlectinas, podendo ter multiplas
especificidades e funcdes bioldgicas A lectina isolada do bulbo de tulipa (TxLCI) é um
exemplo dessa classe, pois € composta de um dominio de ligagdo a carboidrato que
reconhece manose e outro dominio que reconhece N-acetil-galactosamina (VAN DAMME et

al., 1996) (SULAK et al., 2011).

Figura 1 - Representacdo da classificacdo dos quatro tipos de lectinas vegetais baseado nas

suas estruturas.
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1.5 Lectinas de leguminosas

As leguminosas constituem a maior e a mais estudada familia de lectinas vegetais,
devido sua abundancia em muitas culturas e na relacao ecoldgica de simbiose que ocorre entre
leguminosas e Rhizobium (bactérias fixadoras de nitrogénio) (PEUMANS, VAN DAMME,
1998), sendo a maioria das lectinas isoladas desta familia e também caracterizadas de forma

fisico-quimica, bioldgica e estrutural (SHARON; LIS, 1990).

A familia Leguminosae constitui um dos grupos vegetais que apresenta ampla
distribuicdo geografica. Dentro desta familia sdo estimados cerca de 727 géneros e 19.325
espécies, classificados tradicionalmente em trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae
e Papilionoideae (LEWIS et al., 2005). Entretanto, novos estudos baseados em andlises
filogenéticas trazem uma classificacdo atualizada, proposta pelo Legume Phylogeny Working
Group no qual divide a familia Leguminosae em 6 subfamilias: Duparquetioideae,

Cercidoideae, Detarioideae, Dialioideae, Faboideae e Caesalpinioideae (LPWG, 2017).

Lectinas de leguminosas costumam ocorrer como dimeros ou tetrameros, compostos
por mondmeros iguais ou diferentes com massa molecular proxima de 25 a 30 kDa, e cada
uma dessas subunidades apresenta um Unico sitio de ligacdo a carboidrato.
Caracteristicamente, as subunidades sdo compostas por uma Unica cadeia polipeptidica, que €

unida por forcas ndo covalentes como ligacdes de hidrogénio, interacdes hidrofdbicas e
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eletrostdticas que levam a formacdo de dimeros candnicos, e para a formacdo e estabilidade

dos tetrameros ocorre a unido dos dimeros (SHARON; LIS, 1989).

Além disso, essas lectinas podem ser metaloproteinas, ou seja, necessitam de fons Ca>*
e Mn?* para manter a estrutura adequada, de maneira que o dominio é mantido devido ao sitio
de ligacdo a metal (MBS), sendo favordvel na interacdo dos carboidratos e atividades
bioldgicas. Apesar da grande semelhanga estrutural entre as lectinas de leguminosas, a
presenca de modificacdes como as glicosilagdes podem tornar as estruturas quaterndrias bem
distintas, embora ocorram semelhancas nas estruturas primdrias e secunddrias dos
mondmeros, além da sequéncia e o arranjo quaterndrio que sofrem minimas modificacdes sdo
responsdveis pela diversidade de atividades biolégicas de lectinas de leguminosas (CAVADA

et al.,, 2001; LARGADA-DIAZ, 2017).

O dominio das lectinas de leguminosas tem um motivo conhecido como jellyroll ou
dobramento B-sanduiche, ndo sendo especifico para esta familia, pois sdo associados também
a proteinas virais. (ROSSMANN & ARGOS, 1981; LORYS, 1998). Esse motivo ¢é
conservado em todas as lectinas desta familia, apresentando na sua estrutura uma folha-3
estendida de seis filamentos e uma folha-p curvada de sete filamentos antiparalelos, unidas
por uma terceira folha- de cinco fitas que fica localizada na por¢ao superior do motivo. Essas
folhas sao conectadas por algas, sendo visualizado semelhante a um sanduiche. Para manter a
estabilidade, as interacdes nao covalentes entre as folhas-f e a presenca de dois nucleos
hidrofébicos sdo essenciais, sendo o niicleo principal localizado entre a folha traseira e a folha
frontal e o outro niicleo localizado entre a folha frontal e uma regido de loops (BANERJEE et

al., 1996, LORYS,1998).

No contexto acima, demonstra-se a estrutura de uma lectina do género Bauhinia, no
qual a Bauhinia forficata (BfL) € a unica com estrutura cristalogréfica resolvida até o
momento para este género, mostrando os dominios conservados dessa classe de leguminosas,
além dos dois sitios de ligacdo a metal representados por esferas (figura 1) (LUBKOWSKI
et al., 2017).
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Figura 1: Estrutura tridmensional da lectina de sementes de Bauhinia forficata (BfL).

Fonte: Elaborado pelo autor.

1.5.1 Associa¢ao entre leguminosas e bactérias

Existe uma relacdo simbidtica mutualista entre as plantas de leguminosas e bactérias
do género Rhizobium que colonizam as raizes e formam estruturas especializadas
denominadas nddulos. Dentro desses nddulos, as bactérias convertem o nitrogénio
atmosférico em uma forma que pode ser utilizada pela planta, um processo chamado de
fixacdo de nitrogénio. A planta fornece a bactéria carboidratos e outros nutrientes, enquanto a
bactéria fornece a planta compostos de nitrogénio (CAGE et al., 2004). Nesse processo, a
capacidade dos rizébios de formar diferentes tipos de biofilmes em uma variedade de

superficies pode contribuir para sua capacidade de colonizacdo, além do que, pode ser
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facilitada por interagdes moleculares especificas, como por exemplo, fixagdo mediada pelas
ricadesinas e/ou lectinas (SMIT et al., 1989; RODRIGUEZ-NAVARRO et al., 2007
DOWNIE et al., 2010; WANG et al., 2020).

A fixacdo de bactérias do solo as células vegetais € supostamente o passo inicial
necessdrio nas interagdes planta-microbio, no qual as lectinas vegetais podem desempenhar
um papel importante, uma vez que estas proteinas poderiam servir como receptores para
superficie que possui polissacarideos na parede celular bacteriana. As interacdes especificas
entre lectinas e bactérias podem variar dependendo dos tipos de lectinas e espécies bacterianas
envolvidas. A falta de um sistema imunolégico bem desenvolvido tornam as plantas mais
propensas a infec¢des microbianas, bem como devido a incapacidade de locomocdo. Assim,
para garantir a perpetuacdo da espécie, 6rgaos reprodutivos sdo acumuladores de moléculas

que atuam na defesa contra microorganismos invasores (HASAN et al., 2014).

A partir da purificacdo das lectinas em diversos organismos ou através de técnicas
recombinantes € possivel utiliza-las para fins biotecnolégicos, dependendo de suas
propriedades. As atividades antimicrobianas e anti-insetos das lectinas podem ser utilizadas
no controle de patégenos, provavelmente devido a sua semelhanga com glicanos encontrados
na superficie celular de patégenos (DA SILVA et al.,, 2005; GEMEINER et al., 2009,
FONSECA et al., 2022). Andlises identificaram que existem diversos mecanismos pelos
quais as lectinas combatem agentes infecciosos, a partir da sinalizacio realizada pelas lectinas
pode ocorrer imobilizacdo celular, além de mecanismos citotéxicos associados a inibi¢ao do

crescimento e morte celular (FONSECA et al., 2022).
1.6.2 Bactérias

Van Leeuwenhoek, por volta dos anos 1670, foi o responsdvel pela criagdo do
microscopio rudimentar, o que propiciou na observacdo de uma bactéria pela primeira vez,
estas sendo contribui¢des valiosas para a microbiologia e medicina. Herbert Copeland, em
1956, definiu o Reino Monera como aquele que inclui os seres vivos procariontes, com
células sem niicleo individualizado, no qual seus representantes sdo bactérias, cianobactérias e
arqueobactérias. As bactérias sdo organismos unicelulares microscépicos que pertencem ao

dominio Bacteria (PATRICK et al., 2005).

A biomassa total das bactérias, junto do dominio Archaea, foi estimada igual ao das

plantas terrestres e marinhas, tornando-os os maiores representantes de biodiversidade da
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Terra. Esses estudos indicaram que a maioria dos procariontes reside em trés grandes habitats:
dgua do mar, solo e subsuperficie do solo sedimentoso. Embora muitos outros habitats
contenham populacdes densas, sua contribuicdo numérica para o nimero total de procariotos é

pequena (WHITMAN et al., 1998).

Muitas vezes as bactérias podem adquir resisténcia como uma resposta da bactéria
frente ao amplo uso de antibidticos e sua presenca no meio ambiente. Dessa forma, €
importante compreender dos mecanismos bioquimicos e genéticos envolvidos na resisténcia
bacteriana para contornar a0 maximo as consequéncias desse fendmeno. Essa resisténcia €
mais comum em ambientes hospitalares, mas também associada a diversos ambientes,
podendo até atingir individuos sauddveis. Dito isto, é comum a resiliéncia desses
microorganismos quando expostos a agentes quimicos potentes. Os Antibidticos sdo
substancias naturais ou sintéticas que podem atuar inibindo a multiplicacdo de bactérias ou
causar a morte dos microorganismos. A classificagdo quanto ao método de agdo € dividida em
bactericidas, quando causam a morte da bactéria, ou bacteriostitica, quando promovem a

inibicdo do crescimento microbiano (WALSH, 2003; PATRICK, 2005; GUIMARAES,
2010).

No geral, 40-80% das células na Terra residem em biofilmes, sendo responsaveis por
conduzirem todos os processos biogeoquimicos e representam a principal forma de vida
bacteriana e arqueoldgica ativa. Os biofilmes s@o a estratégia de vida comum para as bactérias
em ambientes naturais, tornando-as mais resistentes a qualquer tipo de estresse. Essas
estruturas sdo compostas por populacdes ou comunidades de microorganismos incustrado em
matriz polimérica autoproduzida (principalmente polissacarideos extracelulares) que aderiram

a superficies ambientais que tenham adequada umidade (COSTERON et al., 1995).

A identificagdo precisa da espécie bacteriana € essencial, pois os padrOes de
suscetibilidade podem variar entre as diferentes espécies ou variantes (cepas). Espécies
bacterianas e cepas de bactérias podem ser diferenciadas com base em mais de um critério, no
qual a técnica Hibridizagdo DNA-DNA ou DDH € a principal para classificacdo procariotica,
com base em diferencas no DNA, tendo pelo menos 70% de hibridizagdo cruzada, além de
alterar pelo menos uma caracteristica fenotipica para ser diferenciado de uma colecdo de
cepas, ou seja, uma espécie diferente (VANDAMME et al. 1996; STACKEBRANDT et al.
2002, KONSTANTINIDIS et al., 2006; WAYNE et al. 1987).
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Muitas bactérias abordadas nesta revisdao sido arduamente estudadas, devido a sua
patogenicidade e multirresisténcia, no qual podem se tornar um problema mais amplo no
controle das doencgas. Muitas delas causam severas infec¢des, como a Listeria monocytogenes
que possui alta taxa de mortalidade por ser o agente causador da listeriose, doenca de origem
alimentar (BARANCELLI et al., 2011). Particularmente, bactérias como Pseudomonas
aeruginosa, do gé€nero Staphylococcus (S. epidermidis, S. saprophyticus e S. aureus) e a
familia Enterobacteriaceae (Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae e Serratia marcescens)
sdo exemplos de microrganismos que podem causar sérias infec¢des e apresentam alta
resisténcia (TENOVER et al., 2006). Além destas, as que residem nos biofilmes orais, como
Streptococcus oralis, Streptococcus sanguins e Streptococcus mutans, sdo capazes de
ocasionar patogenicidade oportunista (THURNHEER et al., 2018). E também bactérias da
pele, como a Propionibacterium acnes, que causa a patogénese da acne, no qual pode
interagir com outras bactérias presentes no microbioma da pele, tais como o Streptococcus
pyogenes, espécies de Pseudomonas e S. epidermidis que podem ser infecciosas

(PLATSIDAKI et al., 2018).

Além disso, outras bactérias sdo pragas agricolas de dificil controle, como a Erwinia
carotovora que secreta exoenzimas que contribuem para a patogénese de infec¢des em
diversos hospedeiros (JONES et al., 1993). O género Xanthomonas afeta diversas culturas de
grande importancia econdmica. Exemplificando, Xanthomonas campestris pv. campestris € o
agente causador da podriddao negra, produzindo enzimas extracelulares que promovem a
degradacdo da parede celular das bréssicas, o que contribui para sua patogenicidade (DOW et
al., 1990). J4 a praga quarentendria X. campestris pv. viticola € o agente causal do cancro
bacteriano da videira, causando manchas necréticas nas inflorescéncias e lesdes escuras e
grosseiramente arredondadas na raque e nas bagas (NAUE et al., 2014). A bacteriose X.
campestris pv. malvacearum ataca as lavouras de algodao causando lesdes angulares nas
folhas que s3o inicialmente verdes e oleosas, e posteriormente marrons € necroticas

(DELANNOY et al., 2005).
1.6.3 Atividade antibacteriana de lectinas de leguminosas

Diferentes lectinas tém diferentes especificidades de ligacdo a carboidratos, assim
como as superficies bacterianas podem exibir uma variedade de estruturas de carboidratos.
Essas interacdes podem ter implicacdes para vérios aspectos da fisiologia bacteriana, ecologia

e interacdes patdgeno-hospedeiro. Desse modo, devido a distribuicdo elevada de
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peptidoglicano como um componente importante da superficie celular de bactérias, tal
interacdo lectina-peptidoglicano pode ser responsdvel para o reconhecimento adequado, por
exemplo, de bactérias do solo por suas plantas hospedeiras, para desencadear subsequentes

relacdes saprofiticas, simbidticas ou patogénicas entre os organismos (AYOUBA et al., 1994).

A atividade antibacteriana das lectinas resulta de sua interacdo com uma ampla
variedade de carboidratos complexos da parede celular bacteriana. A vista disso, bactérias
gram-negativas possuem lipopolissacarideos em sua superficie e bactérias Gram-positivas
possuem peptidoglicano, 4cidos teicdico e teicuronico. Dessa forma, € mais complexo para a
lectina atravessar a membrana externa e a parede celular de uma bactéria Gram-negativa para
finalmente atingir o espagco periplasmdtico, diferentemente do alto nivel de peptidoglicano
que € expresso pelas bactérias Gram-positivas que fornece mais locais de interacdo com a

lectina (GOMES et al., 2013).

Figura 2: Comparativo da parede celular de bactérias gram-negativas e gram-positivas.
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Frequentemente, a atividade antimicrobiana das lectinas estd relacionada ao seu
dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD). No entanto, o reconhecimento especifico
de ligacdo a glicanos de superficie presentes nos microrganismos nem sempre € indicativo
desta bioldgica atividade. Além disso, o estado oligomérico dessas proteinas pode interferir

em sua a¢ao contra microrganismos (PROCOPIO et al., 2017).

Devido ao fato de interagir com receptores de membrana bacteriana, a lectina leva a
uma alteracdo no metabolismo celular de bactérias induzindo mudangas conformacionais. Por
exemplo, N-acetilglicosamina estd presente na parede celular de diferentes bactérias, assim as
lectinas com afinidade por este agticar podem ser associadas ao efeito antibacteriano, como no
caso da lectina isolada da espécie Apuleia leiocarpa (ApulSL), que possui especificidade aos

residuos de N-acetilglucosamina (DE SOUZA CARVALHO et al., 2015).

Embora as lectinas possam exibir atividade antimicrobiana, sua toxicidade pode variar
dependendo da lectina e do organismo alvo. Dito isso, os glicanos da superficie celular estao
intrinsecamente relacionados com a patogenicidade de muitos microrganismos. Uma
variedade de glicanos compde a parede celular das bactérias, com o intuito de proteger os
microrganismos de lise osmdtica. Além disso, existem agucares especificos expressos apenas
em células procaridticas que podem ser consideradas alvos importantes para diagndstico e
acdo de drogas (TRA; DUB et al., 2014). A primeira indica¢do de atividade antibacteriana é
mostrada pela medi¢do da zona de inibi¢do no meio de 4gar, sendo um método fisico muito
utilizado em testes de atividade antibacteriana. A difusdo em disco de dgar fornece resultados
qualitativos, tendo vantagens, como simplicidade, baixo custo, capacidade de testar um

grande nimero de microrganismos e agentes antimicrobianos (VELAYUTHAM et al. 2017).

Experimentos de inibicdo de hapteno mostram que a maioria das lectinas que
reagiram fortemente com componentes do peptidoglicano da parede celular pertencem a
familia Leguminosae, principalmente da tribo Vicieae, no qual interagem com o0s
componentes da parede celular bacteriana, 4dcido muramico, 4cido N-acetilmurimico e
dipeptideos muramil (AYOUBA et al., 1994). Por exemplo, as lectinas de Pisum sativum,
Vicia faba e Lens culinaris, especificas para manose e glicose, mostraram atividade
antibacteriana contra S. aureus, S. mutans, P. aeruginosa e K. pneumoniae, cujos mecanismos

possivelmente envolvem aglutinacdo (EL-ARABY et al., 2020).
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No caso das lectinas com especificidade a Gal/GalNAc, Bauhinia bauhinioides (BBL)
e Vatairea macrocarpa (VML), apresentaram diferentes respostas com atividade
antibacteriana, atuando na reduc¢do do crescimento planctonico de microorganismos, como no
caso da bactéria S. epidermidis, reducdo da biomassa e de biofilme de S. aureus e reducio de
biofilme de P. aeruginosa (VASCONCELOS et al.,, 2014). Ja a lectina de B. variegata
(BVL), também com especificidade para galactosideos, demonstrou uma notdvel atividade
antibacteriana contra as bactérias P. aeroginosa, S. aureus, E. coli e B. subtilis com diferentes
concentragdes da lectina. Foi proposto nesse estudo que as proteinas com agdo antibacteriana
formam um canal na membrana celular e a célula morre como um resultado do escoamento de

conteudos celulares (MISHRA et al., 2016).

Assim como a lectina recombinante de B. variegata (BVL-I), expressa em Pichia
pastoris, inibiu bactérias orais como Streptococcus mutans € Streptococcus sanguins,
possivelmente pela ligacdo com o carboidrato que seria utilizado para adesdo bacteriana na
superficie do dente ou em conexdo direta com os componentes da cdpsula, cobrindo a
superficie bacteriana, devido ao fato de algumas bactérias patogé€nicas da regido bucal
possuirem um mecanismo de adesdo na superficie do dente através da secrecdo de varios
polissacarideos extracelulares (KLAFKE et al.,2016). Além disso, outro estudo comparativo
de atividade antibacteriana contra bactérias orais, no qual BVL e BVLI (expressa em E. coli)
apresentaram resultados semelhantes para aglutinacdo de eritrécitos e efeito de inibi¢dao de

adesdo em S. sanguis, P. mutans e Streptococcus sobrinus (KLAFKE et al., 2013).

Foi observada uma potente atividade antimicrobiana para a lectina de Erythrina
Senegalensis (ESL) contra Erwinia carotovora, Pseudomonas aeruginosa, Klebsiella
pneumoniae, Staphylococcus aureus, no qual as concentragdes inibitérias minimas de ESL
variaram entre 50 e 400 pg/ml. De acordo com Enoma (2023), foi observado,
comparativamente, uma bioatividade parecida com Chondrilla caribensis (CCL) (MARQUES
et al., 2018) e Bufo arenarum (LBP1) (SANCHEZ RIEIRA et al., 2003), lectinas especificas a

lactose isoladas de esponja marinha e da pele do anfibio, respectivamente.

A formacgdo de biofilme ocorre com uma maior frequéncia de mutagdes e resisténcia a
antibioticos associada a infec¢des bacterianas mais persistentes. O efeito antibiofilme
apresentado pelas lectinas pode ser relacionado a capacidade dessas proteinas de se ligarem
aos polissacarideos das paredes celulares bacterianas, inibindo a adesdo em superficies e entre

células bacterianas, também reduzindo a viabilidade celular bacteriana, pois interfere na
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expressao de genes relacionados a formacao do biofilme, que podem afetar a estrutura deste
(MOURA et al., 2017). Nesse contexto, o uso indevido ou excessivo de antibidticos em
ambientes médicos e agricolas contribuiu para o rdpido desenvolvimento e disseminacdo da
resisténcia aos antibidticos (WORLD HEALTH ORGANIZATION et al. 2015) como no caso
da gentamicina, que € relatado um aumento da resisténcia bacteriana e nefrotoxicidade em

alguns casos (OLIVEIRA et al., 2006).

Estudos com a lectina de Dioclea violacea (DVL), especifica para glicose e manose,
mostraram a capacidade de modular a atividade antimicrobiana da gentamicina e reduzir a
nefrotoxicidade induzida por esta droga. Quando DVL foi combinado com gentamicina, um
aumento significativo na acdo antibidtica foi observado contra Staphylococcus aureus e
Escherichia coli. A DVL também reduziu a tolerancia a antibiéticos em S. aureus durante 10
dias de tratamento continuo. Investigacdes sugerem que os resultados obtidos podem estar
diretamente relacionados a interacdo DVL-gentamicina e com a capacidade da lectina
interagir com os glicanos presentes nas células do peritonio (LABBY et al., 2013, CAO et al.,,

2019, SANTOS et al., 2020).

Similarmente, a lectina de Canavalia ensiformis (Con A), especifica para glicose e
manose, ndo teve efeito antibacteriano significativo, mas potencializou a atividade da
gentamicina contra S. aureus e E. coli. J4 no caso da lectina de Cratylia floribunda (CFL), de
mesma especificidade, demonstrou atividade na redug¢do do crescimento de bactérias S.
epidermidis, S. aureus e reducdo de biomassa em biofilmes, porém ndo foi capaz de reduzir o
crescimento das bactérias gram-negativas. As diferencas nas atividades bioldgicas entre as
lectinas da subtribo Diocleinae podem resultar de pequenas mudangas nas orientacdes
relativas de seus sitios de ligacdo a carboidratos, sua especificidade de ligagdo para
carboidratos complexos ou seu estado de oligomerizagdo dependente de pH (CAVADA et al,,

2001).



Tabela 1: Atividade antibacteriana de lectinas da familia Leguminosae.

Espécie/ Lectina

Archidendron
Jiringa
(AJL)

Canavalia
ensiformis (Con
A), Lens
culinaris (LCA)
e Pisum
sativum
(PSL/PSA)

Indigofera
heterantha
(IHL)

Especificidade

N-acetilglicosamina,
arabinose, azocaseina
Manose/ glicose

D-manose e D-glicose

D-galactose, D-manose
e D-arabinose.

Microorganism Acido
os afetados e
MIC (nug/ mL)

B. subtilis, S. Bactericida
aureus (56.7)
B. subtilis

(227),

B. subtilis, P. Bacteriostatico
aeruginosa, E.
coli e S. aureus.

(1000)

Klebsiella
pneumoniae, S.
aureus, E. coli
e B.subtilis
(500)

Bactericida

Método

Método de diluicio em
agar

Método de difusao em
poco de agar.

Método de difusido em
disco

Referéncia

CHARUNGCHITRA
Ketal., 2011

NAIR et al., 2013

QADIR et al., 2013
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Cratylia glicose/manose S. aureus Bacteriostaticoe = Método de microdiluicio VASCONCELOS et
Sfloribunda (31,25) e S. bactericida al., 2014
(CFL) epidermidis
(125)
Vatairea Galactose e derivados S. aureus Bactericida Método de microdilui¢iao VASCONCELOS et
macrocarpa (31,25; 125), P. e Antibiofilme al., 2014
(VML); aeruginosa
Bauhinia (31,25; 31,25)
bauhinioides e S. epidermidis
(BBL) (2505 ausente)
Apuleia N-acetilglicosamina, X. campestris Bactericida Método de difusao em DE SOUZA
leiocarpa d(—)-arabinose e (11.2 -22.5) disco CARVALHO et al.,
(ApulSL) azocaseina. 2015
Bauhinia Galactose e N- B. subtilis (5 — Bactericida Método de difusao em MISHRA et al., 2016
variegata acetilgalactosamina 12), S. aureus agar
(BVL) (GalNAc) (5-11), E. coli

,(7—13) e P.
aeruginosa (5 —
11)
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Calliandra D-Manose, D-Glicose S. Antibiofilme Método de aderéncia em PROCOPIO et al.,
surinamensis glicoproteinas e saprophyticus placa de poliestireno 2017
(CasuL) ovalbumina, fetuina e (100 ) e S.
albumina de soro aureus (400)
bovino.
Phaseolus Complexos K. pneumoniae Bactericida Método de difusdo em HAMED et al., 2017
vulgaris oligossacarideos (3.9-15.63) P. pocos de agar
(PHA) aeruginosa
(31.25 - 125),
S. aureus (7.81
-31.25)
Cicer Galactose e N-acetil-d- S. marcescens Bactericida Método de difusao em FERREIRA et al.,
arietinum L. galactosamina (80), P. disco de agar. 2018
(CAL) aeruginosa
(120), B.
subtilis (140) e
E.coli (180)
Canavalia D-manose e D-glicose Escherichia Antibiofilme Método de aderéncia em JIN et al., 2019
ensiformis coli e Listeria placa de poliestireno
(Con A) monocytogenes
(100)
Parkia Glicose/ manose S. aureus, E. Bactericida Método de microdiluicao SILVA et al., 2019
platycephala coli,P.aerugino
(PPL) sa (>1024)
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Lens culinaris
(LCA), Pisum
sativum (PSA) e
Vicia faba
(VFA)

Dioclea
violacea
(DVL)

Cicerarietinum
black
(CiarBL) e
Prunus dulcis
(PruDuNRL)

Erythrina
senegalensis
(ESL)

D-manose e D-glicose

gentamicina, glicose e
manose

Glicose, maltose/
Glicose, sacarose,
maltose, xilose.

Lactose especifica

K. pneumonia,
P. aeruginosa e
S. aureus (1.95

ug/ml)

S. aureus; E.
coli, P.
aeruginosa
=1024)

S. oralis (5,16;
18,63) S.
pyogenes (
7,41; 3,34),
P. acnes (5,61;
16,42), S.
aureus
(13,33;9;38).

E. carotovora
(50), P.
aeruginosa
(200), K.
pneumonia
(100), S. aureus
(200)

Bacteriostatico e

Bactericida

Modulacdo +
gentamicina

Bactericida

Bactericida

Método de difusiao em
pocos de agar

Método de microdilui¢iao

Método de difusdao em poco
de dgar

Método de difusdo em
agar

EL-ARABY et al,,
2020

SANTOS et al., 2020

KRISHNAVENI et
al., 2022

ENOMA et al., 2023
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Apesar disso, o desenvolvimento de antibidticos a partir de lectinas apresenta muitas
complicagdes, principalmente devido a dificuldade de sintese quimica e os custos de
producdo. Dessa forma, para contornar esses problemas, titicas como a producio
recombinante dessas lectinas possuem vantagens de diminuir 0s custos € o tempo necessarios
para sua producdo. Outra opc¢do consiste em produzir essas lectinas usando plantas
geneticamente modificadas, sendo esta uma das estratégias para diminuir os danos causados
por patégenos em dreas agricolas. Muitas lectinas de leguminosas apresentam potencial como
ferramentas biotecnoldgicas, sendo que, Bauhinia, em particular, € um género de planta

promissor, portanto, é abordado mais dessas lectinas nos préximos topicos (DIAS et al.,

2015; BEBBER et al., 2013; CAGLIARI et al., 2018)
1.7 Lectinas de Cercidoideae

A subfamilia Cercidoideae € composta por 12 géneros divididos em 335 espécies. Os
géneros sao Adenolobus, Barklya, Bauhinia, Brenierea, Cercis, Gigasiphon, Griffonia,
Lysiphyllum, Phanera, Piliostigma, Schnella e Tylosema. (LPWG, 2017). Nesse contexto,
trés géneros da subfamilia Cercidoideae apresentaram lectinas ja purificadas: Bauhinia
(SILVA et al 2012), Griffonia (LAMB et al., 1983, SHIBATA et al.,1982) e Piliostigma
(NWOSU et al 2016), com o género Bauhinia apresentando o maior nimero de espécies com

lectinas purificadas e caracterizadas (CAVADA et al., 2020).

O género mais conhecido e estudado em relagdo as lectinas dentro desta subfamilia se
destaca o de Bauhinia com 10 lectinas purificadas até 2018. Entre lectinas de Bauhinia, os
procedimentos de purificacao sao muito semelhantes, sendo o principal deles o fracionamento

de proteinas, seguido por cromatografia de afinidade (CAVADA et al., 2020).

As lectinas do género Bauhinia apresentam altas semelhancas entre si, que podem ser
estendidas, mesmo entre lectinas de géneros diferentes, como Bauhinia e Griffonia, que
podem apresentar mais de 70% de semelhanca. A estrutura tercidria da BFL foi determinada
por cristalografia de raios-X, sendo uma das mais bem caracterizada lectinas de Bauhinia.
Nesse contexto, foi observado que as lectinas estruturalmente mais proximas da BFL sdo as

duas hemaglutininas de Griffonia simplicifolia (CAGLIARI, 2018).

O género Griffonia, no qual a primeira, GSL-I, foi purificada em dois passos: a partir
do extrato bruto foi realizado o fracionamento com sulfato de amodnio seguido de uma

cromatografia de afinidade em matriz de melibionato usando D-galactose como eluente
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(HAYES; GOLDSTEIN, 1974). As isoformas da GSL-I foram obtidas usando cromatografias
de afinidade em matrizes diferentes (MURPHY; GOLDSTEIN, 1977). A segunda lectina foi
isolada de sementes da mesma planta e denominada GSL-II, sendo purificada em uma dnica
etapa em uma coluna de afinidade de quitina, mostrando especificidade para N-acetil-D-
glicosamina (GIcNAc). Assim como as folhas de plantas maduras de Griffonia simplicifolia
foram analisadas quanto a presenca de lectinas, no qual possui especificidades de ligacdo ao
actcar semelhantes as quatro lectinas de sementes conhecidas (GS-I, GS-II, GS-1II, GS-1V),
no qual Trés (GS-I, GS-II, GS-1V) das quatro lectinas de sementes de G. simplicifolia
conhecidas estavam presentes nas folhas (LAMB et al., 1983, SHIBATA et al.,1982).

A maioria das lectinas de Cercidoideae parece ser glicosiladas, com a porcentagem de
glicosilacdo variando de 3,1% para a lectina de Griffonia simplicifolia (HAYES;
GOLDSTEIN, 1974) até 8,4% para a lectina de Bauhinia forficata. (SILVA et al., 2012).
Entretanto, de acordo com as lectinas que foram avaliadas quanto a presenca de glicosilacao
foi visto que a lectina de Bauhinia bauhinioides (SILVA et al., 2011) e a lectina de Bauhinia

pentandra (SILVA et al., 2001) ndo sdo glicosiladas.

Comparativamente, os extratos brutos sdo fortemente aglutinados por sangue de
coelho nativo e tratados com enzimas proteoliticas, assim como glébulos vermelhos humanos
nativos e tratados com enzimas. Como por exemplo, a lectina de Bauhinia variegata (BvL)
que € fortemente aglutinada por eritrécitos de coelho e humano mostrando preferéncia por
sangue de coelho tratado com papaina e tripsina, assim como a Bauhinia variegata var.
variegata (BvvL) também aglutina sangue de coelho, mas ndo sangue humano e também
diferindo da lectina de B. variegata var. candida que ndo apresentou atividade hemaglutinante
quando testada com eritrécitos de coelho e mostrou atividade quando testado com eritrécitos
humanos. Esses resultados demonstram que diferencas entre lectinas de plantas da mesma
espécie podem ser observadas a nivel de variedades (PINTO et al, 2008; SILVA et al, 2007;
CHAN et al., 2015; CAGLIARI, 2018).

Como também a BfL apresentou aglutinag@o contra eritrocitos de coelhos e humanos
de todos os tipos sanguineos com uma concentracdo minima de 1 pg. (SILVA et al., 2012). Ja
para os extratos brutos de B. purpurea e B. vahlii apresentaram baixa atividade
hemaglutinante quando testados com sangue do sistema ABO (Rajaram; Janardhanan, 1991).
Além disso, também ocorre das lectinas desta subfamilia aglutinar outros tipos de eritrocitos,

como no caso da lectina de Piliostigma thonningii no qual a aglutinagdo foi vista contra
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eritrocitos de galinha (NWOSU et al., 2016), ja para a lectina de B. pentandra teve atividade
para eritrécitos de coelho e fracamente para sangue humano, mas para eritrdcitos de galinha e

pombo ndo foram aglutinados (SILVA; HORTA; MOREIRA, 2001).
1.8 Género Bauhinia

O género Bauhinia é de suma importancia na medicina popular visto que sao usadas
em tratamentos contra inflamacdo e diabetes, devido a compostos bioativos presentes no
extrato que podem ajudar a diminuir os niveis de glicose no sangue e melhorar a
sensibilidade a insulina, sendo fatores essenciais no controle do diabetes. Além disso, esses
compostos podem ajudar a reduzir a inflamag¢do no corpo, pois € uma associacdo com uma
série de problemas cronicos de saide. O potencial terapéutico das Bauhinias foi confirmado
pela primeira vez em 1929, no qual estudos mostraram a capacidade de B. forficata em
diminuir o nivel de agicar no sangue. Posteriormente, a capacidade antidiabética da planta foi

comprovada em caes, humanos e coelhos (FILHO, 2009; JULIANI, 1931, 1941).

Nessa perspectiva, se tratando de lectinas extraidas das sementes do género Bauhinia
muitas foram purificadas e avaliadas quanto as suas atividades bioldgicas. Similarmente,
muitas delas apresentam especificidade por D-galactose e derivados, além de apresentar um
perfil eletroforético composto por uma banda tnica de aproximadamente 30 kDa (SILVA et

al., 2007; SILVA et al., 2001).

Em relagdo ao processo de extracao de proteinas a melhor condicdo variou em solucao
tamponada com pH entre 6,5 a 7,6 para a maioria das lectinas de Bauhinia, possuindo
excecdes como a BPL e a BvcL, que foram extraidas usando solucdo de NaCl 0,15 M
(YAMAMOTO et al,, 1991, SILVA et al., 2011). O extrato é entdo centrifugado e entdo é
feita a precipitacio por sulfato de amonio promovendo o efeito salting-out, seguido de didlise
(WINGFIELD, 1998). As etapas seguintes incluem diferentes etapas cromatograficas,
principalmente a cromatografia de afinidade, usando carboidratos especificos ligados a uma
matriz, ou a propria matriz como adsorvente. As lectinas ligadas sdo entdo eluidas por
competi¢do, usando uma solu¢do com o agucar especifico, ou através de mudanca de

conformacgao usando um tampao dcido (POHLEVEN et al., 2012).

Entretanto, outros métodos cromatograficos também foram utilizados, como a
cromatografia de troca idnica pode ser usada antes da cromatografia de afinidade, com o

intuito de melhorar a eficacia da purificagdo. Como também podem ser realizadas apenas
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cromatografias de troca idnica, como no caso do processo de purificacdo para a lectina de
Bauhinia bauhinioides que foram utilizados exclusivamente de matrizes de troca catidnica e
anidnica. Além do mais, a cromatografia liquida de alta eficiéncia ¢ também empregada
frequentemente apds a eluicdo de proteinas para obter rendimentos com maior pureza

(CAGLIARYI, 2018).

Nessa perspectiva, a lectina de Bauhinia bauhinioides possui especificidade aos
acucares a-metil-D-galactopiranosideo e D-galactose e foi purificada em 2 passos
cromatograficos, em matriz de DEAE-Sephacel seguida de uma cromatografia de troca
catidnica em coluna HiTrap SP XL acoplada a um sistema de cromatografia liquida de alta
Eficiéncia. A BbL € formada por 4 subunidades com pesos aparentes de 28 kDa. A BbL
apresenta atividade pré e pré inflamatéria, tendo um potencial como ferramenta para entender
melhor os mecanismos envolvidos nas respostas inflamatérias (BOUGHTON-SMITH, 1993,
SILVA et al., 2011, CAGLIARI, 2018).

Outra lectina ja purificada é a isolada de sementes de Bauhinia variegata por
cromatografia de afinidade em lactose-agarose, devido ao fato De a lectina ter sido melhor
inibida pela D-galactose e seus derivados, principalmente a lactose. O SDS-PAGE mostrou
que a BVL possui um padrao semelhante a outras lectinas isoladas do mesmo género, com
massa molecular de 32 kDa (PINTO et al., 2008). Em um segundo estudo, foi descoberto a
presenca de isoformas (BVL-I e BLV-II), sendo a BVL-I altamente glicosilada (MOREIRA
et al., 2013).

Comparativamente, a lectina isolada de sementes de Bauhinia variegata var. candida
(BvcL) € especifica a derivados de galactosideos. A BvcL foi isolada por cromatografia de
filtracdo em gel em Sephadex G-75 e cromatografia de afinidade em coluna de D-lactose
imobilizada. O peso molecular aparente na condi¢do nio redutora apresenta duas bandas de

68 e 32 kDa e uma unica banda de 32 kDa na condi¢do redutora (SILVA et al., 2007).

Ja a lectina de Bauhinia variegata var. variegata € uma proteina de ligacdo a
glicosideo e a galactosideo, diferindo um pouco da BvL e da BvcL. A BvvL foi purificada
através dos passos cromatograficos de cromatografia de afinidade em gel azul Affi-gel,
cromatografia de troca i0nica em Q-Sepharose e Mono Q, e também cromatografia de
exclusdao de tamanho em Superdex 75, sendo uma proteina de 64 kDa com duas subunidades

de 32 kDa (CHAN et al., 2015).
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A lectina de Bauhinia purpurea é uma lectina de ligacdo a galactose e lactose, no
qual foi isolada em apenas 1 passo cromatogrifico em cromatografia de afinidade em coluna
de Sepharose-Lactose. A BPL possui 4 subunidades com pesos aparentes de 32 kDa.
(YAMAMOTO et al., 1991). Além disso, a BPL tem sido avaliada quanto a estudos
citoquimicos e imunoldgicos de células e tecidos sob condi¢des patoldgicas ou malignas (WU

et al., 2004).

J4 as hemaglutininas de Bauhinia monandra possuem especificidade por D-galactose
e foram isoladas de folhas e de raizes secundarias (COELHO et al., 2000). A BmolL
demonstrou exibir atividade hipoglicemiante (ROSILIO et al., 2004) e acd@o inseticida ao
diminuir as taxas de sobrevivéncia em mais de 50% de Zabrotes subfasciatus e
Callosobruchus maculatus, espécies conhecidas por danificarem sementes armazenadas

(MACEDO et al., 2007).

A lectina de Bauhinia pentandra possui especificidade a a-D-Melibiose, D-Galactose,
D-Rafinose e D-Lactose e foi purificada em apenas 1 passo cromatografico em cromatografia
de afinidade em coluna de Sepharose 4B e a lectina pura apresenta apenas uma subunidade

com peso aparente de 30 kDa (SILVA et al., 2001).

No caso da Bauhinia forficata, a purificagdo ocorreu das sementes no qual foi
realizado um fracionamento com sulfato de amdnio, cromatografia de troca i6nica DEAE-
Sephadex, cromatografia de afinidade de Sepharose-4B e quitina, seguida de cromatografia
de exclusdo de tamanho Superdex 75. A homogeneidade molecular e a pureza de BfL. foram
avaliadas por HPLC de fase reversa. A BfL apresenta uma banda de aproximadamente 27,0

kDa em SDS-PAGE (SILVA et al., 2012).

A lectina de Bauhinia ungulata possui especificidade a N-D-acetilgalactosamina, D-
Lactose e D-galactose e foi purificada em apenas um passo cromatografico em cromatografia
de afinidade em coluna de Agarose-Lactose, possuindo uma subunidade com peso aparente
de 30 kDa. (SILVA et al,, 2014). Além disso, a BUL € uma glicoproteina composta por 4,6%
de carboidratos em peso. Da mesma forma, outras lectinas do mesmo género, como B.
purpurea (IRIMURA, 1972), Bauhinia monandra (COELHO; SILVA, 2020), Bauhinia
variegata var. Candida (LIS; SHARON, 1931) e Bauhinia forficata (SILVA et al., 2012),

também sdo glicoproteinas.
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As lectinas que pertencem a este género podem tolerar uma ampla faixa de pH sem
nenhuma perda notdvel em sua atividade (CAGLIARI, 2018). Tal como a BvvL, que mantém
sua atividade de hemaglutinacdo em uma faixa de pH de 3,0 a 10,0 (CHAN, 2014). Outras
lectinas deste género tém valores de pH exatos para que sua funcionalidade seja maximizada.
Como por exemplo, a BPL atinge seu pico de atividade em pH 7,6 (WU et al., 2004). Ja
outras possuem estabilidade em valores mais altos de pH, como a BbL que mantém sua
atividade 6tima com valores entre 8,0 e 9,0 e perdendo sua atividade completamente em pH

4,0 (SILVA et al., 2011).

Além disso, a atividade hemaglutinante da proteina € analisada em relacdo ao efeito
de temperatura de acordo com as mudangas de conformagdo a ponto de causar a perda da
atividade da proteina. (CAGLIARI, 2018). Podendo ocorrer uma estabilidade da proteina em
determinadas temperaturas, como a BbL que é termoestdvel apds a incubagdo a 60 °C durante
1 hora. Dentro do género Bauhinia, é observada uma variacao de 40 °C para a lectina de B.
ungulata (SILVA et al., 2014) a mais de 100 °C para a lectina de B. forficata. (SILVA et al.,
2012),

As lectinas de leguminosas podem necessitar da presenca de fons metdlicos, apesar de
ndo interagirem diretamente com os carboidratos, a presenca destes faz com que a lectina
consiga se dobrar em sua conformacdo funcional e estabilizar a estrutura quaterndria. A
presenca de ions metdlicos nao parece ser um requisito para que a maioria das lectinas de
Bauhinia mantenha sua atividade. E possivel citar as lectinas BPL (WU et al., 2004), BPA
(YAMAMOTO et al, 1991), BUL (SILVA et al, 2014) que exibem hemaglutina¢do

dependente de fons metalicos.

Algumas lectinas de plantas apresentem efeitos toxicos, estudos indicaram que as
lectinas de Bauhinia geralmente exibem baixa toxicidade, como no caso da lectina de folhas
de Bauhinia monandra fo1 avaliada quanto a sua toxicidade aguda em testes biologicos com
camundongos fémeas e com larvas de Artemia salina, no qual em ambos os casos foi
observado a baixa toxicidade da BmoLL (ARAIjJ O et al., 2019). Além do que, estas lectinas
foram extensivamente estudadas e demonstraram possuir vdrias atividades bioldgicas ja
reportadas, tais como propriedades anti-inflamatoria e antinociceptiva (CAMPOS, 2016),
efeitos imunomoduladores (IMAIL; OSAWA, 1983), atividade antifingica (SOUZA, 2011),

entre outras.
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Tabela 2: Aplicacdes promissoras das lectinas extraidas das plantas do género

Bauhinia.

Lectinas Atividades de interesse conhecidas
BBL Anti-inflamatoério, pré-inflamatorio;
BFL Anticoagulante, anticancer (mama);

BmoLL Antiinflamatoério, inseticida, antinociceptivo;

BmoRoL Antiftingico;
BPA Imunomodulagdo, purificacdo de promastigotas metaciclicas de
BUL Leishmania braziliensis, reconhecimento celular;
BVL Anti-HIV, cicatrizacdo de feridas, inibicdo da adesao celular
BvvL bacteriana;

Inibi¢do da adesdo de células bacterianas.

Fonte: Adaptado de CAGLIARI et al., 2018.

1.9 Bauhinia divaricata

Bauhinia divaricata L. é endémica do sul do Brasil, Paraguai, Uruguai e Argentina,
com ocorréncia nos bordos das matas, podendo ser encontrada na forma de arbusto ou arvore
com até seis metros de altura. E uma espécie arborea, amplamente distribuida no Brasil, de
alto valor ornamental e econdmico. Sua propagacdo ocorre por meio de sementes, no qual
experimentos demonstraram que a temperatura de 25°C é ideal para expressar o maior
potencial de germinagdo e vigor das sementes (ALVES et al., 2008). Estudos com a planta
identificaram atividade antioxidante muito potente nas folhas e caule da B. divaricata devido
a presenga de polifendis (CHAIRES-MARTINEZ, L. et al.2009). Além disso, suas folhas sdo
utilizadas em casos de inflamacdes renais, como diuréticas, hipoglicemiantes e
hipocolesteremiantes, sendo considerada uma planta medicinal de uso popular (LORENZI,

2002).



Figura 3: flor (A) Folhas (B), e sementes (C) de Bauhinia divaricata.
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Fonte: Elaborado pelo autor.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

O presente trabalho teve por objetivo detectar a presenca de lectinas nos extratos

protéicos de sementes de Bauhinia divaricata L e descobrir a melhor condicao de extracao.
2.2 Objetivos especificos

e Descascar as sementes e preparar a farinha utilizando dos protocolos convencionais
de Quimica de Proteinas;

e Realizar o tratamento da farinha com n- hexano;

e Detectar a atividade hemaglutinante das lectinas a partir dos extratos de sementes de
Bauhinia divaricata L em diferentes condicoes de extracao;

e Realizar quantificacio proteica pelo método de Bradford;

e Determinar atividade especifica dos extratos.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Origem do material vegetal

As sementes de Bauhinia divaricata L. foram adquiridas a partir da faculdade de
Agronomia da Universidade Federal do Paraiba, no municipio de Areia. As sementes foram
conduzidas para o laboratério de moléculas biologicamente ativas (BioMol-Lab) ja

armazenadas em um recipiente fechado.
3.2 Eritrdcitos de coelho

Para realizagdo dos testes de atividade hemaglutinante foram utilizados eritrécitos
provenientes de coelhos adultos e sadios da raga Nova Zelandia, mantidos no Biotério do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceard (UFC).
Os eritrdcitos de coelho foram submetidos a lavagem com solugdo refrigerada de NaCl
0,15M, e entdo centrifugado (3.500 xg, por 8 minutos a 4°C), com o intuito de separagdo total
das hemdcias dos glébulos brancos. Este processo foi realizado até a obtengdo de hemadcias
livres de outras células sanguineas, necessitando de algumas lavagens consecutivas para esse
proposito. Parte dessas hemadcias foram ressuspensas em NaCl 0,15M numa concentracio
final de 2%, suspensdo esta denominada de eritrdcitos nativos e o restante foi submetido a

tratamento enzimatico com tripsina e papaina, sendo denominados de eritrdcitos tratados.
3.3 Obtencao da farinha e tratamento em Hexano

As sementes de B. divaricata foram descascadas e os cotilédones obtidos foram
submetidos ao processo de trituracdo em moinho elétrico até a obtencdo de uma farinha fina.
Foi constatada a presenca de lipidios no material vegetal, por conta disso, a farinha fina foi
delipidada com n-hexano, sendo necessarias duas extragdes com o solvente durante uma hora.
A farinha tratada (apds evaporacdo do hexano) foi entdo armazenada em recipiente fechado

para ser utilizada na extragdo proteica.
3.4 Extracio total de proteinas soliveis

As proteinas soliveis contidas na farinha de sementes de Bauhinia divaricata foram
extraidas em quatro condi¢Oes: acetato de sddio 0,1 M pH 4,0, Tris-HC1 0,1 M pH 7.6,
glicina-NaOH 0,1 M pH 9,0, todos contendo NaCl 0,15 M e também extracdo apenas em
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NaCl 0,15M, todos na propor¢ao 1:10 (p/v), sob agitacdo constante durante 4 horas. A
suspensao obtida foi centrifugada a 10414 xg a uma temperatura de 4 °C por 20 minutos, que
gerou um sobrenadante que foi filtrado e chamado de extrato total. O extrato total de cada
extracdo foi utilizado para execucdo de ensaios de atividade hemaglutinante e de dosagem de

proteinas soldveis.
3.5 Atividade hemaglutinante

A presenga de lectina no extrato e nas diferentes fragdes protéicas foi determinada a
partir de ensaios de aglutinacdo celular de acordo com o protocolo descrito por Moreira e
Perrone (1977), quando foi observada a formagado de precipitado visivel macroscopicamente
em placas de microtitulacdo. Dessa forma, o extrato total em cada condicdo foi submetido
ao teste de atividade hemaglutinante usando hemacias de coelho ao longo das etapas de
isolamento da lectina. As amostras foram diluidas em série e em duplicata, em tampao Tris-
HC10,1 M pH 7,6 contendo NaCl 0,15 M, CaCl, e MnCl, 5mM contida na placa. Em 50uL
de cada diluicao adicionou-se 50ul. da suspensdao de heméacias nativas ou previamente
tratadas com enzimas proteoliticas (papaina e tripsina) a 2% em NaCl 0,15 M. O ensaio foi
incubado a 37 °C por 30 minutos, logo ap6s foi deixado em repouso a temperatura ambiente
por 30 minutos. Os titulos de hemaglutinagdo foram determinados como sendo o inverso da
maior diluicdo ainda capaz de apresentar aglutinag¢do visivel a olho nu, sendo medidos em

Unidades de Hemaglutina¢do por mL (U.H./mL).
3.6 Dosagem de proteinas solaveis

A concentragdo de proteinas soliveis no extrato da farinha de Bauhinia divaricata
obtidas durante o isolamento da lectina foi determinada pelo método apresentado por
BRADFORD (1976), no qual em cada 100 pL. de amostra, preparadas em diferentes
concentragdes, foram adicionados 2,5 ml do reagente de Bradford. A mistura foi deixada em
repouso por 10 minutos no escuro e teve sua absorbancia determinada a 595 nm em um
espectrofotometro de luz visivel, e sua concentracio foi determinada por uma curva padrao
obtida com o uso de solucdes de concentracdes conhecidas de albumina sérica bovina

(BSA).
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3.7 Atividade Especifica

A partir dos resultados de atividade Hemaglutinante, no qual foram obtidos os titulos
de hemaglutinacdo e também dos resultados de quantificacdo de proteinas soldveis pelo
método de Bradford, foi possivel obter a atividade especifica, no qual é feita a divisdo do
valor do titulo de hemaglutinacdo (U.H./mL) pelo valor da dosagem de proteinas soldveis
(mg/mL), resultando num quociente expresso em U.H/mg (Unidade de hemaglutinacdo por
miligrama de proteina). Dessa forma, a atividade especifica € calculada para a monitoragcao

da concentracdo/purificacdo da lectina investigada.
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Desse modo, para cada condi¢do foi feita a atividade hemaglutinante com eritrécitos

de coelho, tratados e ndo tratados com enzimas proteoliticas. Foram obtidos titulos de 4

U.H/mL até¢ 32 U.H/mL. Também foram mensurados os valores de quantificacio de

proteinas pelo método de Bradford, obtendo valores de 0,38 mg/mL até 2,15 mg/mL de

proteinas totais extraidas. A partir disso, foi feita a relacdo de titulo de hemaglutinagdo por

massa de proteinas totais, obtendo o célculo de atividade especifica em U.H/mg. Foram

obtidos valores de atividade especifica de 1,86 U.H/mg até 69,56 U.H/mg, conforme a

tabela O1.

Tabela 3. Atividade hemaglutinante especifica do screening de extracdo da farinha de B.

divaricata.

Condicao de
extracao

Acetato  0,1M
pH 4,0

Glicina 0,1M pH
9,0

Tris-HCl 0,1M
pH 7,6

Eritrécitos
coelho

Nativo

Papaina

Tripsina

Nativo

Papaina

Tripsina

Nativo

Papaina

Tripsina

de Titulo de atividade
hemaglutinante' (U.H/
mL)

32

32

Quantidade de
proteinas  soldveis?
(mg/ mL)

0,46

0,46

0,46

2,15

2,15

2,15

0,38

0,38

0,38

Atividade
especifica®
/mg)

17,39

69,56

69,56

1,86

1,86

3,72

10,52

10,52

21,05

(UH
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Nativo 8 1,3 6,15
NaCl 0,15 M

Papaina 8 1,3 6,15

Tripsina 8 1,3 6,15

Fonte: Elaborado pelo autor. ! hemaglutinagfio contra eritrécitos expressa em unidades de hemaglutinagio. (U.H
x mL). 2 Concentragiio de proteinas soliiveis. *Atividade Hemaglutinante Especifica calculada pela divisdo entre

a atividade hemaglutinante e concentragdo de proteinas.

Muitos sao os fatores que influenciam a atividade das lectinas, tais como ions, pH e
tratamentos térmicos (POVINELI et al., 2002). Por causa disso, € realizado um screening de
extracdo para identificar a melhor condi¢do para as lectinas presentes no material vegetal.
Primeiramente, a farinha rica em gordura € submetida a um solvente organico para delipidar
a amostra (CAGLIARI et al., 2018). A extracdo de lectinas de sementes de plantas do
género Bauhinia normalmente € feita em solu¢do tampao com pH préximo do neutro ( 6,5 a
7,6), com excecdo da BPL extraida em NaCl 0,15 M (SILVA et al. 2001). A extracao
tamponada € preferida, pois mesmo as menores alteracoes no pH podem alterar a
solubilidade da proteina. Todas as lectinas obtidas do género Bauhinia também
apresentaram atividade hemaglutinante contra eritrécitos de coelhos, o que também foi

confirmado para as lectinas de B. divaricata (CAGLIARI et al., 2018)

O resultado do screening mostrou que a melhor condi¢do de extracdo foi obtida em
pH 4cido (acetato de s6dio pH 4,0 com NaCl 0,15 M), no qual foi observado a melhor
atividade especifica (69,56 U.H/mg). A melhor atividade especifica dos extratos em pH
acido (pH 2,6) também € vista para as lectinas de B. variegata (PINTO et al., 2008) e B.
pentandra (SILVA et al 2001). Além disso, € possivel observar que a atividade ¢é
potencializada quando utilizado os eritrécitos tratados com enzimas proteoliticas, devido ao
fato destas enzimas permitirem que as lectinas tenham um maior acesso aos carboidratos
que compdem o glicocdlice, aumentando assim os titulos de hemaglutinacdo (NAGANO et

al., 2002).
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5. CONCLUSAO

Os resultados demonstram que foi possivel detectar a presenca de lectinas no extrato
protéico das sementes de B. divaricata. Além do que, foi observado que a melhor condi¢ao
de extracdo ocorre em pH preferencialmente acido, utilizando de eritrdcitos tratados com
enzimasproteoliticas, (papaina e tripsina). Mais testes de atividade hemaglutinante precisam
ser realizados com outros tipos de eritrcitos, por exemplo, com eritrocitos humanos, para
tentar obter um melhor titulo de hemaglutinacdo. A partir disso, outros testes podem ser
realizados, de forma a isolar, purificar, caracterizar e realizar testes biolégicos com as

lectinas de B. divaricata.
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