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RESUMO

O objetivo deste trabalho foi extrair, purificar, caracterizar e avaliar as atividades
biologicas da lectina obtida de sementes de D. decaryi, além de analisar os
compostos fitoquimicos presentes no extrato do tegumento das sementes, como
também a atividade carrapaticida deste extrato. As sementes foram lavadas em
agua destilada e secas durante 5 dias. Foram preparados extratos a 10% com
NaCl 0,15 M da casca, tegumento e endosperma da semente. Foram
determinadas a atividade hemaglutinante (AH), dosagem proteica e atividade
hemaglutinante especifica (AHE) de todos os extratos. O extrato do tegumento
apresentou maior AHE (196,03), sendo utilizado para precipitacdo com acetona
70% e purificacdo em Superdex G-75 em sistema AKTA, apresentando Unico
pico no cromatograma, com massa molecular em condi¢des nativas estimada
em 34,8kDa. A lectina purificada de D. decaryi foi denominada DdeL. A lectina
nao foi especifica para os tipos sanguineos avaliados (A, B, AB, O e de coelho),
porém maior AH foi observada quando na presenca de sangue humano do tipo
O e sangue de coelho. Esta lectina foi inibida apenas por glicoproteinas
(albumina, azoalbumina e azocaseina), sua atividade foi estavel na faixa de pH
5-10, no entanto, apresentou AH maior em pH acido (pH 5-6), foi termoresistente,
pois permaneceu ativa apos 3h em temperatura a 100 °C. A atividade
antibacteriana de DdeL (2,9 - 1500 pug/mL) foi realizada utilizando o método de
microdiluicdo em caldo. Este ensaio demonstrou que Ddel exibiu atividade
bacteriostatica frente as bactérias patogénicas testadas, embora a concentracédo
inibitéria minima (CIM) tenha sido elevada. As cepas mais sensiveis foram o
isolado clinico Providencia stuartii e Staphylococcus aureus ATCC 29213, as
quais apresentaram CIM de 750 pug/mL. A atividade bactericida ndo foi detectada
para os isolados testados. A atividade antifungica do extrato e DdelL foi realizada
pelo teste de microdiluicdo em placas de 96 pocos. Na atividade antifingica
foram avaliadas dez concentra¢des (2,6 —1325 pg/mL) do extrato do tegumento
das sementes de D. decaryi, como também, dez concentra¢bes (0,03 — 16,5
pg/mL) de DdeL. O extrato do tegumento apresentou CMlso de 5,18 ug/mL para
os fungos da espécie Sporotrichum schenckii, e CMl100 ficou entre 10,35 - 82,81
ug/ml para estes fungos. Para os fungos da espécie Candida albicans, o extrato
apresentou CMlso entre 2,59 - 20,7 pug/mL, onde o mais resistente foi o C.
albicans URM 6401 com CMisode 20,7 ug/mL. A CMli00 do extrato do tegumento
para C. albicans foi de 662,5 - 1325 ug/mL. Em relacdo a DdeL, o S. schenckii
URM 7971 foi o mais sensivel na CMIso de 0,26 ug/mL e os demais na CMiso de
0,52 ug/mL. DdeL néo apresentou CMlio0 para as espécies de S. schenckii. Para
C. albicans, DdeL apresentou CIMso de 2,06 pg/mL e néo foi capaz de inibir em
100% o crescimento destes fungos. A citotoxicidade para macréfagos (J774.A1)
e células embrionarias renais (HEK-293) mostraram que a lectina néo
apresentou efeito citotoxico, além de ter estimulado a proliferacdo destas células.
O extrato do tegumento de D. decaryi indicou a presenca de diferentes grupos
de metabdlitos secundarios e alguns constituintes, sugerindo biodisponibilidade
de saponinas, taninos e flavonoides. Este extrato, avaliado em diferentes
concentracbes, apresentou capacidade do consumo de DPPH. O
comportamento cinético da reacdo do DPPH com as diferentes concentracdes
do extrato, mostrou que as trés concentracbes maiores (1,73 mg/mL; 0,87



mg/mL; 0,35 mg/mL) atigiram o consumo maximo com dois minutos da reacéo,
e o0 decaimento do DPPH foi estabilizando-se rapidamente. A maior
concentracéo do extrato (1,73 mg/mL) sequestrou em torno de 100% do radical
com dois minutos da reacdo. Na menor concentracao, praticamente nao houve
sequestro de DPPH. No bioensaio carrapaticida frente a Dermacentor nitens, o
controle positivo Cipermetrina 15%, foi ineficiente, pois, 0s carrapatos
apresentaram resisténcia de 98,81% a este carrapaticida. O extrato bruto na
concentracdo de 17,3 mg/mL também ndo foi eficiente e os carrapatos
apresentaram 100% de resisténcia as concentracdes mais elevadas do extrato.
A concentracdo do extrato a 1,73 mg/mL apresentou 19,23% de eficiéncia,
superior ao cipermetrina que apresentou 1,19% de eficiéncia. O precipitado
proteico na concentracdo de 1,25 mg/mL obteve maior eficiéncia com 71,65%.
O sobrenadante cetonico foi avaliado e apresentou 38,62% de eficiéncia. Os
resultados mostraram a purificacdo e caracterizacdo de uma nova lectina,
termoresistente, com atividade bacteriostatica a bactérias patogénicas,
antifingica a patégenos de humanos e que nao apresentou efeitos citotdxicos,
sendo uma proteina com potencial para aplicagdes biotecnolégicas. Além disso,
apresenta a composicao fitoquimica do extrato do tegumento, a atividade
sequestradora do radical DPPH e a atividade carrapaticida deste extrato,
precipitado proteico e sobrenadante cetbnico. Demonstrando o potencial
biotecnolégico do uso dessa espécie, ainda pouco estudada na comunidade
cientifica, na medicina humana e animal.

PALAVRAS-CHAVES: Dypsis, sementes, fitoquimico, lectina, atividades

biolégicas.



ABSTRACT

The objective of this study was to extract, purify, characterize and evaluate the
biological activities of lectin obtained from D. decaryi seed, and analyzing the
phytochemical compounds in the extract of the tegument as well as the acaricide
activity of this extract. The seeds were washed in distilled water and dried for 5
days. Were prepared extracts 10% with 0.15 M NacCl of the bark, tegument and
endosperm of the seed. The hemagglutinating activity (HA), protein dosage and
specific hemagglutinating activity (AHE) of all extracts were determined. The
extract of the tegument presented higher AHE (196,03), being used for
precipitation with 70% acetone and purification in Superdex G-75 in AKTA
system, presenting single peak in the chromatogram, with molecular mass in
native conditions estimated at 34.8kDa. The purified lectin of D. decaryi was
named DdeL. The lectin was not specific for the blood types evaluated (A, B, AB,
O and rabbit), but higher AH was observed when in the presence of human type
O blood and rabbit blood. This lectin was inhibited only by glycoproteins (albumin,
azoalbumin and azocasein), its activity was stable in the range of pH 5-10,
however, it presented higher AH in acid pH (pH 5-6), it was thermo-resistant,
since it remained active after 3h at 100 ° C. The antibacterial activity of DdeL (2.9
- 1500 pg/mL) was performed using the broth microdilution method. This assay
demonstrated that DdeL exhibited bacteriostatic activity against the pathogenic
bacteria tested, although the minimal inhibitory concentration (MIC) was
elevated. The most sensitive strains were the clinical isolate Providencia stuartii
and Staphylococcus aureus ATCC 29213, which presented MICs of 750 ug/mL.
The bactericidal activity was not detected for the tested isolates. The antifungal
activity of the extract and DdeL was performed by the microdilution test in 96-well
plates. In the antifungal activity, ten concentrations (2.6 -1325 pg/mL) of the
extract of the tegument of the seed of D. decaryi, as well as 10 concentrations
(0.03 - 16.5 pg/mL) of DdeL were evaluated. The extract of the tegument had a
MICso of 5.18 ug/mL for the fungi of the Sporotrichum schenckii species, and
MIC100 was between 10.35 - 82.81 ug/mL for these fungi. For the fungi of Candida
albicans, the extract presented MICso between 2.59 - 20.7 ug/mL, where the most
resistant was C. albicans URM 6401 with MICsp of 20.7 ug/mL. The MICio0 of the
extract of the tegument for C. albicans was 662.5 - 1325 pg/mL. In relation to
Ddel, S. schenckii URM 7971 was the most sensitive in MICso of 0.26 pg/mL and
the others in MICso of 0.52 ug/mL. DdeL did not present MICuoo for S. schenckii
species. For C. albicans, DdeL presented a MICso of 2.06 ug/mL and was not able
to inhibit the growth of these fungi in 100%. Cytotoxicity to macrophages
(J774.A1) and renal embryonic cells (HEK-293) showed that the lectin did not
present a cytotoxic effect and stimulated the proliferation of these cells. The
extract of the tegument of the seeds of D. decaryi indicated the presence of
different groups of secondary metabolites and some constituents, suggesting
bioavailability of saponins, tannins and flavonoids. This extract, evaluated at
different concentrations, showed DPPH consumption capacity. The Kinetic
behavior of DPPH reaction with different concentrations of the extract showed
that the three highest concentrations (1.73 mg/mL, 0.87 mg/mL, 0.35 mg/mL)
achieved the maximum consumption in two minutes from reaction, and DPPH
decay rapidly stabilized. The highest concentration of the extract (1.73 mg / mL)
sequestered around 100% of the radical with two minutes of the reaction. At the



lowest concentration, there was practically no sequestration of DPPH. In the
bioassay against ticks Dermacentor nitens, the positive control Cypermethrin
15%, was inefficient because the ticks were resistant to 98.81% this acaricide.
The crude extract at the concentration of 17.3 mg/mL was also not efficient and
the ticks showed 100% resistance at the highest concentrations of the extract.
The extract concentration at 1.73 mg/mL presented 19.23% efficiency, higher
than cypermethrin, which presented 1.19% efficiency. The protein precipitate at
the concentration of 1.25 mg / mL obtained higher efficiency with 71.65%. The
ketone supernatant was evaluated and presented 38.62% efficiency. The results
showed the purification and characterization of a new lectin, thermoresistant, with
bacteriostatic activity to pathogenic bacteria, antifungal to human pathogens and
that did not present cytotoxic effects, being a protein with potential for
biotechnological applications. In addition, it presents the phytochemical
composition of the extract of the tegument of the seeds of D. decaryi, the
sequestering activity of the DPPH radical and the acaricide activity of this extract,
protein precipitate and ketone supernatant. Demonstrating the biotechnological
potential of the use of this species, still little studied in the scientific community,
in human and animal medicine.

KEYWORDS: Dypsis, seeds, phytochemical, lectin, biological activities.
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1. INTRODUCAO

As lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas que possuem como
caracteristica principal a capacidade de se ligarem de forma especifica a mono,
oligo ou polissacarideos. Estas proteinas podem ser solUveis ou de membrana,
sendo encontradas dentro e fora das células (BELLANDE et al., 2018; SANTOS
et al 2013). Estdo presentes em todas formas de vida, onde diversas lectinas
foram purificadas a partir de uma ampla variedade de organismos como plantas
(BARI et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2013; SILVA et al., 2012), algas (LIMA
et al., 2005), fungos (SINGH; KAUR; SINGH, 2014) e animais (ASHRAF et al.,
2011; SIVAKAMAVALLI; VASEEHARAN, 2014).

Os carboidratos, os ligantes potenciais das lectinas, estdo presentes na
superficie ou dentro das células e pertencem a um grande grupo de moléculas
com enorme diversidade e complexidade estruturais (BELLANDE et al., 2018).
Devido & capacidade das lectinas de se ligarem a carboidratos, diversas
atividades biologicas foram atribuidas a estas proteinas, incluindo inseticida
(RAHIMI et al., 2018; NAPOLEAO et al, 2013), antifingica
(CHARUNGCHITRAK et al.,, 2011), antiviral (SHARMA et al., 2009),
antibacteriana (CASTANHEIRA et al., 2013), antiproliferativa (LIN; NG, 2008),
anti-inflamatéria, analgésica (CHAVES et al.,, 2018; NUNES et al.,, 2009),
anticoagulante (LUZ et al., 2013), antitumoral, antioxidante e gastroprotetiva
(LACERDA et al., 2017).

Lectinas vegetais ja foram obtidas de varias familias de plantas, como:
Rubiaceae (COSTA et al., 2018), Fabaceae (leguminosas) (CARVALHO et al.,
2015), Lamiaceae (WILCHES-TORRES et al., 2017), Dioscoreaceae (SHARMA
et al., 2017), Cucurbitaceae (BOBBILI et al. 2018), Araceae (THAKUR et al.,
2017), ndo ha relatos de lectina obtida da familia Arecaceae. Esta familia possui
183 géneros e mais de 2500 espécies que estao divididas em subfamilias como
Calamoideae, Nypoideae, Coryphoideae, Ceroxyloideae e Arecoideae
(DRANSFIELD et al., 2005; HORN et al., 2009).

Na sub-familia Arecoideae estéo inseridas as palmeiras ornamentais, que
apresentam versatilidade de se adaptar e sobreviver em diversas condicdes
edafoclimaticas (RAMOS et al.,, 2013). Dypsis decaryi é uma palmeira

ornalmental nativa de Madagascar, utilizada em parques e jardins, encontrando-
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se em expansdo por todo o Brasil e apresenta como principais atributos
ornamentais a distribuicdo das folhas e cor acinzentada (BAO et al., 2010;
LORENZI et al, 2004).

A presente tese representa o primeiro relato de estudos bioquimicos
realizados com a semente da palmeira ornamental D. decaryi. O primeiro
capitulo refere-se ao artigo intitulado “DdelL, uma nova lectina termoestavel
obtida de sementes de Dypsis decaryi: purificacdo, caracterizacdo e atividade
biolégica”, no qual esta descrito o processo de purificacdo e caraterizacao de
uma lectina obtida do tegumento das sementes, além de relatar as atividades
antibacteriana, antifingica e citotoxicidade da lectina obtida. No segundo
capitulo esté inserido o artigo “Andlise fitoquimica do extrato do tegumento de
sementes de Dypsis decaryi, atividade sequestradora de radical DPPH e
carrapaticida frente a Dermacentor nitens”, o qual relata os metabdlitos
secundarios presente no extrato aquoso do tegumento das sementes e sua
atividade sequestradora do radical DPPH, além disso, a atividade carrapaticida
deste extrato e do precipitado proteico frente ao carrapato-da-orelha-do-cavalo

Dermacentor nitens.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Lectinas

A primeira descricdo de uma lectina foi em 1888, quando Peter Hermann
Stillmark isolou a ricina a partir das sementes de mamona (Ricinus communis),
apos avaliar a reatividade dos extratos proteicos com glébulos vermelhos e
observar aglomeracdo das células. Em 1898, foi introduzido o termo
"hemaglutinina" quando Elfstrand descreveu a habilidade de proteinas de
plantas em aglutinar células do sangue (ELFSTRAND, 1898; STILLMARK, 1888;
VAN DAMME, 2014). No entanto, somente em 1952 ficou provado que as
lectinas possuem atividade ligadora de carboidratos, quando Watkins e Morgan
demonstraram a relacdo entre a atividade de aglutinacédo das lectinas e a sua
capacidade para reconhecer os carboidratos presentes na superficie dos
eritrocitos (VAN DAMME, 2014; WATKINS; MORGAN, 1952).

O termo "lectina" (derivada do Latim Legere, que significa selecionar,
escolher) foi introduzido por Boyd e Shapleigh em 1954, referindo-se a esta
caracteristica (BOYD; SHAPLEIGH, 1954; VAN DAMME, 2014). Por
conseguinte, as lectinas representam uma superfamilia de proteinas que
possuem como caracteristica comum o fato de reconhecerem e se ligarem a
carboidratos de forma especifica e reversivel (MANNING et al., 2016).

Esta ligacao seletiva € realizada através de pontes de hidrogénio, Van der
Waals e interacdes hidrofébicas entre o carboidrato e o dominio de
reconhecimento de carboidrato (DRC) da lectina (PAIVA et al., 2010). De acordo
com a especificidade aos carboidratos, as lectinas podem ser classificadas em
grupos de reconhecimento de fucose, manose, acido sialico, N-
acetilglucosamina, N-acetilgalactosamina e complexo glicano (PEUMANS; VAN
DAMME, 1998).

Para uma proteina ser classificada como lectina tem que cumprir trés
requisitos: possuir um DRC; ndo ser uma imunoglobulina e ndo modificar a
estrutura dos carboidratos aos quais se ligam (GABIUS, 1997; NASCIMENTO et
al., 2012; RUDIGER; GABIUS, 2001; SINGH et al., 2000). Devido a estas

caracteristicas, as lectinas estdo envolvidas em muitos processos essenciais de
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reconhecimentos celulares e moleculares (BARI et al., 2013; VARROT et al.,
2013).

As lectinas medeiam eventos de reconhecimento em muitos processos
biolégicos como: sinalizacdo e diferenciacdo celular, interacdo patégeno-
hospedeiro e metastase dos tecidos. Ao longo das Ultimas décadas, as lectinas
foram investigadas quanto as suas propriedades bioldgicas, incluindo atividades
antibacteriana, antifungica, inseticida e antiviral (SINGH; KAUR; SINGH, 2014).
Inexoravelmente, pesquisas com lectinas s&o incentivadas, sobretudo por
apresentar potencialidade terapéutica e biotecnoldgica (HASSAN et al., 2015;
VARROT et al., 2013).

2.1.1 Fontes de lectina

As lectinas estdo presentes de forma Ubiqua na natureza (SHARON,
2008). Um grande numero de lectinas foi purificado a partir de diversos
organismos, como plantas (BARI et al., 2013; NASCIMENTO et al., 2013; SILVA
et al., 2012), algas (LIMA et al., 2005), fungos (SINGH; KAUR; SINGH, 2014) e
animais (ASHRAF et al., 2011; SIVAKAMAVALLI; VASEEHARAN, 2014).

Em animais, as lectinas estéo presentes em diferentes tecidos de insetos,
peixes e mamiferos, entre outros, desempenhando fun¢des na regulacdo do
sistema imunoldgico, atuando como imunomoduladores (COELHO et al., 2017).
Lectinas vegetais também séo obtidas de varios tecidos e desempenham um
papel vital na resisténcia de plantas contra doencas e pragas, podendo
apresentar efeitos deletérios para virus, bactérias, fungos e insetos (INGALE;
HIVRALE, 2013).

Até o presente momento, lectinas mais investigadas foram isoladas a
partir de plantas, particularmente de membros da familia Leguminosae
(TEIXEIRA et al., 2012). O fato de as plantas serem a principal fonte de lectinas
€ devido a facilidade de extracdo e aos altos rendimentos obtidos destas
proteinas. Além disso, diversas familias de plantas, como também diferentes
tecidos da mesma planta podem conter lectinas distintas, com diferentes
especificidades de ligagdo a carboidratos e diversas atividades biologicas
(PROCOPIO et al., 2017).
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2.1.1.2 Lectinas de plantas

As plantas constituem uma fonte rica de lectinas, as quais estéo presentes
em varios tecidos vegetais (SANTOS et al., 2014) como cascas (COSTA et al.,
2018), cerne (NAPOLEAO et al., 2011), folhas (PROCOPIO et al., 2017), frutos
(SILVA et al., 2018) e exsudato do floema (NAREDDY et al., 2017). Em sua
maioria, as lectinas de plantas sédo obtidas de sementes (AGRA-NETO et al.,
2014; CAVADA et al.,, 2018; LACERDA et al., 2017; LOSSIO et al., 2017;
OSTERNE et al., 2017).

Além do envolvimento em mecanismos de defesa, outras funcbes séo
relacionadas a lectinas, como fendmenos de regulacdo e sinalizacao celular
(JJANG et al.,, 2006), embriomorfogénese, fagocitose, protecdo celular,
mecanismos de crescimento da parede celular, mitose induzida, transporte de
carboidratos e seu estabelecimento em tecidos vegetais (SANTOS et al., 2014).

As lectinas de plantas formam um grupo complexo e heterogéneo de
moléculas que apresentam diversas propriedades bioquimicas e diferentes
especificidades a carboidratos (LOSSIO et al., 2017). Com base no numero e
nas carateristicas de seus dominios de reconhecimento de carboidratos, as
lectinas de plantas podem ser divididas em quatro classes distintas (MACEDO
et al. 2015; VAN DAMME et al., 1998):

a) Merolectinas - sdo lectinas que possuem um Unico dominio de ligacéo

a carboidratos e, consequentemente, ndo apresentam atividade
aglutinante.

b) Hololectinas - possuem dois ou mais dominios de ligacdo de
carboidratos multivalentes, podem aglutinar células e consistem na
maioria das lectinas de plantas.

c) Quimerolectinas — além do dominio de ligacdo a carboidratos,
possuem um dominio adicional que confere outras atividades
bioldgicas.

d) Superlectinas - sdo lectinas que possuem dois ou multiplos dominios
de carboidratos que s&do capazes de reconhecer acucares
estruturalmente n&o relacionados.

A principio, as lectinas de plantas foram classificadas em sete familias

que estdo relacionadas estrutural e evolutivamente, as quais sdo: as
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amarantinas, lectinas de floema de cucurbitaceas, lectinas com dominio heveina,
lectinas relacionadas a jacalina, lectinas de monocotiledéneas que se ligam a
manose, lectinas de leguminosas e proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2
(VAN DAMME et al., 1998). No entanto, Van Damme et al. (2007) identificaram
uma lectina de Robinia pseudoacacia denominada aglutinina relacionada com
quitinase R. pseudoacacia ou RobpsCRA que compartilha aproximadamente
50% de identidade de sequéncia com quitinases de classe V de plantas, no
entanto € essencialmente desprovida de atividade de quitinase. Essa descoberta
deu origem a familia de homadlogos de quitinase de classe V com atividade de
lectina. A avaliacdo da especificidade indicou que a aglutinina relacionada com

a quitinase se liga preferencialmente a N-glicanos.

2.2 Extracao e Purificacdo de lectinas de plantas

As lectinas podem ser obtidas a partir de varias partes das plantas, sendo
o0 método de extracdo de acordo com o material escolhido. No entanto, de modo
geral, o preparo inicial do material consiste em lavagens com agua destilada,
para remocado de sujeiras e contaminantes, seguido de secagem a temperatura
ambiente ou baixa temperatura para ndo desnaturar as proteinas presentes no
material. ApGs a secagem, é feita a trituracdo do material para obtencdo de um
po que sera utilizado na extracdo das lectinas (PEREIRA et al., 2014).

O preparo dos extratos, geralmente, é realizado por agitacdo magnética
utilizando diversas solucdes para extracdo, como solugcdo salina 0,15M ou
solugéo tampao em diversos valores de pH. Por exemplo, os extratos a 10%
(p/v) a partir de sementes de visgueiro, pau-d’oleo e pau-ferro foram obtidos com
NaCl a 0,15M, sob agitacédo constante (PEREIRA et al., 2014). Para a obtencao
do extrato das sementes de Apuleia leiocarpa, as sementes foram secas a 45°C
e processadas por moagem. A farinha de sementes foi homogeneizada durante
4 horas a 28°C com NaCl 0,15 M (CARVALHO et al., 2015). O passo seguinte a
extracao, € a filtracdo ou centrifugacdo das solucdes obtidas, para remocéao de
particulas maiores do material vegetal.

Uma vez prepardo o extrato, € necessario detectar a presenca de lectinas
na amostra, através do ensaio de atividade hemaglutinante e confirmada pelo

ensaio de inibicdo desta atividade utilizando solucdo contendo carboidratos ou
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glicoproteinas (Figura 1). A atividade hemaglutinante é caracterizada pela
ligacdo entre os sitios de ligacdo da lectina e os carboidratos presentes na
superficie dos eritrgcitos, formando uma rede de hemaglutinagcdo. Com o intuito
de aumentar a sensibilidade do ensaio, frequentemente, os eritrécitos sao
tratados quimicamente, por exemplo, com glutaraldeido, para maior exposicao
dos carboidratos em suas superficies. Na inibicdo da atividade, os sitios de
ligacdo da lectina sdo ocupados por carboidratos livres na solucéao, impedindo
assim a formacéao da rede de hemaglutinacdo (SANO; OGAWA, 2014; SANTOS
et al., 2013).

Atividade hemaglutinante

Inibicdo da atividade
hemaglutinante

Figura 1. Ensaio de hemaglutinacéo e inibicdo de lectinas utilizando eritrocitos

glutarizados de coelho. Fonte: arquivo pessoal

Apoés a confirmacdo da presenca de lectinas, 0 passo seguinte para
purificacdo de lectinas €, frequentemente, a precipitagdo de proteinas com
sulfato de amonio ou solventes organicos. Em seguida, o precipitado proteico
pode passar por didlise, para retirada de sais e realizacao das cromatografias,
que podem ser de uma a trés ou mais. Por isso, a purificacdo de lectinas pode
incluir de dois a quatro passos ou até mais, excluindo a etapa de preparagéo do
extrato bruto (NASCIMENTO et al., 2012; SANTOS et al., 2013). No entanto, 0
aumento no numero de etapas de purificagdo pode resultar em baixa
recuperacéao da proteina (LAM; NG, 2011).

Os métodos usualmente aplicados para purificacdo de lectinas incluem
saturacdo com sulfato de aménio (PEREIRA et al., 2008), cromatografia de
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afinidade (NAREDDY et al., 2017), cromatografia de troca ionica (GAUTAM et
al., 2018), cromatografia de exclusdo molecular (PIRES et al., 2019), extracéo
liquido-liquido utilizando micelas invertidas (NASCIMENTO et al., 2008) e
sistemas de duas fases aquosas (NASCIMENTO et al., 2013).

Resinas de afinidade foram criadas e utilizadas de acordo com a
especificidade da lectina como fetuina-Sepharose (BHOWAL et al., 2005), BSM-
Toyopearl (KAWAGISHI et al., 1997), PSM-Sepharose (CHUMKHUNTHOD et
al., 2006), lactosil-Sepharose (POHLEVEN et al., 2009) e gal-Sepharose
(CANDY et al., 2003). Este tipo de cromatografia pode ser utilizado como o
primeiro passo no processo de purificacdo de lectinas (NASCIMENTO et al.,
2012).

As lectinas também sao purificadas por cromatografia de troca idnica, na
qual as moléculas sdo adsorvidas a matriz que possui carga contraria a carga
liguida da proteina, ou seja: lectinas de cargas positivas se ligam a grupos
negativos imobilizados na coluna e as de cargas negativas adsorvem a colunas
carregadas positivamente. As lectinas adsorvidas geralmente séo eluidas pelo
deslocamento com outros ions de maior for¢a de interagcdo com a matriz ou
modificando-se o pH ou forga idnica, utilizando, por exemplo um gradiente linear
de concentracéo de ions (SANTOS et al., 2013). A lectina de Cicer arietinum L.
(CAL), apés precipitagcdo com sulfato de amdnio, foi purificada utilizando duas
cromatografias de trocas ionicas, a DEAE-Celulose, na qual a lectina foi obtida
na fracdo ndo adsorvida, posteriormente aplicada em SP-Sephadex, sendo
entdo eluida com gradiente de concentracdo de NaCl (GAUTAM et al., 2018).

A cromatografia de exclusdo molecular ou filtracdo em gel permite a
separacado de proteinas por eluicdo diferencial de acordo com o tamanho,
através de poros de matrizes inertes (KENNEDY et al., 1995; SANTOS et al.,
2013). Colunas cromatograficas de exclusdo molecular como Sephadex-G75,
Sephacryl S-100 e Superdex 75 tém sido utilizadas na purificacdo de lectinas
(COSTA et al., 2018; PROCOPIO et al., 2017; SILVA et al., 2012).

2.3 Caracterizacéo de lectinas
Os estudos realizados para purificacdo de lectinas geralmente estéo

atrelados a caracterizacdo parcial/total dessas proteinas (ASHRAF et al., 2011;
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BARI et al., 2013; SIVAKAMAVALLI; VASEEHARAN, 2014). A caracterizagéo de
lectinas envolve diversos métodos, como o ensaio de hemaglutinacéo utilizado
para deteccao e caracterizacado quanto a especificidade dentro do sistema ABO
ou entre eritrécitos de animais, como também a diferentes carboidratos (SINGH;
JAIN; KAUR, 2013). O conhecimento do carboidrato especifico € importante para
a determinacdo do suporte de afinidade ideal para a purificacdo da lectina
(CORREIA; COELHO, 1995).

Outro método imprescindivel para a caracterizacdo de lectina é a
determinacdo da sua estabilidade a diferentes condi¢cdes de temperatura e pH.
Por exemplo, a lectina do bulbo do jacinto (Hyacinth) mostrou estabilidade
moderada a temperatura e ao pH, sendo estavel até 60 °C, e foi estavel na faixa
de pH de 4 a 12, apresentando atividade de hemaglutinacdo méxima na faixa de
pH 6-8 (NAIK et al., 2017). Estas informacdes sao de extrema importancia visto
que as proteinas exercem a sua funcdo em meios especificos e alteracfes nas
condic@es ideiais, como temperatura e pH, podem promover a desnaturacao da
biomolécula.

A técnica de separacdo por massa molecular define o perfil eletroforético
da lectina, sendo possivel a determinacéo de propriedades importantes, como o
seu ponto isoelétrico, a massa molecular aproximada e o seu grau de pureza.
Essa pureza é essencial para estabelecimento de suas propriedades

moleculares, fisioldgicas e possiveis aplicacdes (FILHO et al., 2013).

2.4 Atividades bioldgicas de lectinas

As lectinas constrituem um grupo diversificado de proteinas e apresentam
multiplas aplicagbes, dentre elas: identificagdo da presenca de carboidratos em
biopolimeros ou glicoconjugados; cromatografia de afinidade para o isolamento
de hormonios, neurotransmissores, imunoglobulinas e compostos relacionados;
estudos relacionados a estrutura quimica de membranas biolégicas; contribui¢éo
para o esclarecimento das altera¢cdes estruturais dos carboidratos de superficie
celulares nas transformacfes malignas; identificacdo de células tumorais;
contribuicdo na elucidacdo da estrutura quimica dos determinantes de grupos
sanguineos ABO; instrumento para o reconhecimento celular e diagndstico (CHE
et al., 2011; FILHO et al., 2013; WONG; CHAN, 2008).
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Como ferramenta para biomedicina, as lectinas s&o utlizadas no
diagnoéstico do cancer, baseado na sua acdo sobre as células cancerigenas,
onde estas proteinas sdo capazes de reconhecer especificamente carboidratos
na membrana, decodificar alteracées em carboidratos que s&o exibidos por
células cancerigenas diferenciando tumores benignos de malignos de acordo
com o grau de glicosilacao (RIBEIRO et al., 2018; MODY et al., 1995).

As lectinas obtidas de plantas sdo as que tém sido mais estudadas e
aplicadas, sobressaindo-se as lectinas de leguminosas, amplamente estudadas
e conhecidas por suas fun¢des bioldgicas diversas. A Concanavalina A (ConA -
aglutinina de Canavalia ensiformes) é a lectina de leguminosas mais
representativa, apresentando muitas atividades biolégicas relatadas, entre elas,
a capacidade de inibir a aderéncia e a formacao de biofilme de bactérias
enterohemorragicas Escherichia coli e Listeria monocytogenes (JIN et al., 2019).

As lectinas apresentam muitas atividades bioldgicas, incluindo inseticida
(RAHIMI et al., 2018; NAPOLEAO et al, 2013), antifingica
(CHARUNGCHITRAK et al.,, 2011), antiviral (SHARMA et al.,, 2009),
antibacteriana (CASTANHEIRA et al., 2013), antiproliferativa (LIN; NG, 2008),
anti-inflamatéria e analgésica (CHAVES et al., 2018; NUNES et al., 2009),
anticoagulante (LUZ et al., 2013), antitumoral, antioxidante e gastroprotetiva
(LACERDA et al., 2017) entre outras.

Embora muitas lectinas de plantas tenham sido estudadas, a identificacéo
e caracterizacdo bioquimica de novas lectinas certamente auxiliara no
desenvolvimento de novas ferramentas para o controle de pragas e doencgas ou

para a compreensao biolégica de doencas (NAIK et al., 2017).

2.4.1 Atividade antioxidante

Pesquisas tém se voltado para o desenvolvimento de produtos naturais
com atividade antioxidante (NASCIMENTO et al.,, 2011). Um antioxidante é
qualquer substancia capaz de retardar ou impedir danos devidos a oxidacao
estando presente em pequenas concentra¢des, quando em compara¢cao com o
agente oxidante (SILVA et al., 2010). O excesso desses radicais pode ser
combatido por antioxidantes produzidos pelo corpo ou adquiridos de forma

exdgena (NASCIMENTO et al., 2011). Os radicais livres sao formados em
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consequéncia do processo de respiracdo e outras reagdes em um organismo. O
excesso destes radicais leva ao extresse oxidativo causando danos teciduais e
o0 surgimento de doencas como: doencga cardiovascular, tumores malignos,
inflamacdes, catarata, doenca de Parkinson e de Alzheimer, como também
aceleram o proceso de envelhecimento (SIKORA et al., 2008).Lectinas vegetais
foram analisadas quanto a sua atividade antioxidante, como a lectina PLUN de
Phaseolus lunatus que possui acao antioxidante equivalente ao acido ascorbico
(LACERDA et al., 2017).

2.4.2 Atividade antibacteriana

As doencas infecciosas causadas pelos microrganismos sdo motivos de
preocupacdo e cuidados globais com a saude (AHMED et al.,, 2018). O
desenvolvimento de antibidticos eficientes no combate as infeccbes
bacterianas ocasionou a reducdo drastica da mortalidade causada por
doencas microbianas, que antigamente tinham 100% de mortalidade. No
entanto, o tratamento antibioticoterapico irracional levou as bactérias a
desenvolverem defesas relativas aos agentes antibacterianos (ALMADA et
al., 2017; OLIVEIRA et al., 2014).

O desenvolvimento de novas drogas antibacterianas alternativas €
importante para o combate de patdégenos e doencas existentes. Os antibioticos
de origem natural podem substituir os medicamentos atualmente utilizados com
eficiéncia maior, menos efeitos colaterais ou baixo custo de produgéo
(KARNCHANATAT, 2012).

Diversas lectinas de plantas foram avaliadas quanto as suas atividades
antibacterianas (CARVALHO et al., 2015; FERREIRA et al., 2011; OLIVEIRA et
al., 2008; PROCOPIO et al., 2017). A lectina Apuleia leiocarpa (ApulSL)
demonstrou efeitos bacteriostaticos e bactericidas em espécies gram-positivas e
gram-negativas, sendo mais efetiva contra trés variedades de Xanthomonas
campestres (CARVALHO et al., 2015). Brustein et al. (2012) observaram que a
lectina de Eugenia malaccensis (EmalL) apresentou atividade antibacteriana
potente com inibicdo do crescimento in vitro de algumas bactérias patogénicas
e poderia ser usada no processo de cicatrizacdo de feridas cutaneas em ratos.

Algumas lectinas tém interferido na formacdo de biofilme, como a lectina de
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Calliandra surinamensis (CasulL) que além do efeito bacteriostatico, reduziu a
formacdo de biofilme por Staphylococcus saprophyticcus e Staphylococcus
aureus (PROCOPIO et al., 2017).

A atividade antimicrobiana das lectinas pode resultar da sua capacidade de
interagir com os carboidratos na superficie celular dos micrébios (CARVALHO et
al 2015). Portanto, a interacéo das lectinas com componentes da parede celular
microbiana, por exemplo, acidos teicbico e teicurdnico, peptidoglicanos e
lipopolissacarideos presentes em bactérias Gram-positivas e Gram-negativas,
pode estar relacionada aos efeitos antimicrobianos das lectinas, observados pela
inibicdo do crescimento, dano a integridade celular, alteracdo da permeabilidade
da membrana e absorcdo de nutrientes, inducdo de estresse oxidativo, e danos
aos processos respiratorios (FERREIRA et al., 2018; PROCOPIO et al., 2017;
RATANAPO et al., 2001).

2.4.3 Atividade antifungica

As lectinas também podem reconhecer e se ligar a componentes
importantes da parede celular dos fungos, como: quitina, oligbmeros de quitina,
celulose, glucanas, mananas e outros sacarideos. A lectina de Setcreasea
purpurea (SPL) € uma lectina de ligacdo a quitina, com atividade antifingica,
cujo mecanismo de acdo pode relacionar-se com sua propriedade de ligacéo a
carboidratos (YAO et al., 2010). Um recente estudo mostrou que a lectina de
Alpinia purpurata (ApulL) causou danos em células de Candida albicans e C.
parapsilosis, as quais exibiram malformagcdes com alongamentos e
protuberancias, com a presenca de fragmentos celulares que, provavelmente,
afetaram o crescimento celular. Além disso, a perda de integridade celular foi
refletida na reducédo da viabilidade detectada por analise de citometria de fluxo
(FERREIRA et al., 2018).

Del Rio et al. (2018) relataram que a lectina de Helianthus annuus (Helja)
apresentou capacidade de reduzir o crescimento das hifas e viabilidade de
Sclerotinia sclerotiorum, no entanto, esta lectina ndo mostrou qualquer efeito
sobre Fusarium solani em doses equivalentes. Os autores destacaram que a

atividade antifungica diferencial de Helja pode ter sido determinada pela sua
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capacidade de ligacdo especifica a células fangicas, sugerindo diferencas no

ligante de reconhecimento entre S. sclerotiorum e F. solani.

2.4.4 Atividade carrapaticida ou biocarrapaticidograma

Os carrapaticidas sé@o acaricidas utilizados no controle de carrapatos.
Dentre os efeitos causados pelos carrapaticidas podem ser observados:
interrupcdo do contato entre o ectoparasita e o0 hospedeiro, inibicdo da
alimentagao do ectoparasita no hospedeiro, interferéncia na fertilidade do ovo e
desenvolvimento dos estagios do ciclo de vida fora do hospedeiro e morte do
ectoparasita (ADENUBI et al., 2018).

Os objetivos dos bioensaios in vitro, ou biocarrapaticidograma, sao
predizer a eficacia in vivo em estudos com animais. Assim, a atividade
carrapaticida deve estar atrelada aos aspectos relacionados a biologia
comportamental e a fisiologia dos carrapatos (ADENUBI et al., 2018). O método
mais utilizado em laboratérios envolvidos no diagnéstico de resisténcia € o Teste
de Imersdo em Adultos (TIA) (FAO, 2004). O TIA é um bioensaio aplicado a
teledginas de carrapatos que foi descrito por Drummond et al. (1973), no qual
observa-se a inibicdo de ovipostura e ecloséo larval em comparagdo a um grupo
controle. Este método tem sido utilizado para determinar a eficacia relativa de
novos carrapaticidas contra de espécies de carrapatos.

Até o presente momento, Sd0 escassos registros de atividade
carrapaticida de lectina, tendo sido reportado apenas fracdes proteicas do
extrato, picos cromatograficos e a lectina purificada das algas Gracilaria cornea
(GCL) contra o carrapato bovino Rhipicephalus (Boophillus) microplus. A lectina
GCL na concentracéo de 0,1 mg mL* causou uma reducédo de 20% no peso das
fémeas no periodo de oviposicao, além de afetar (reducdo de 37,9%) a massa
de ovos por fémeas tratadas e ingurgitadas em relacédo ao valor observado em
carrapatos de controle, reduzindo também o periodo de eclosédo e tempo de
sobrevivéncia média das larvas (57,3 e 31,3%, respectivamente) (LIMA et al.,
2005).

Até aqui, a necessidade de novas pesquisas € real, espago para que

surjam novas lectinas no intuito de desenvolver e produzir novos carrapaticidas
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de origem natural para o controle destes ectoparasitas economicamente

importantes e gerar novos produtos para o segmento de saude animal.

2.5 Dermacentor nitens (Carrapato-da-orelha-do-cavalo)

Carrapatos sdo artropodes ectoparasitas, da classe Arachinida, de
distribuicdo mundial, que parasitam vertebrados terrestres, anfibios, répteis,
aves e mamiferos (VIEIRA et al, 2004), distribuidos em trés familias,
apresentando um numero de espécies conhecidas atualmente de 939: Ixodidae
(727 espécies), Argasidae (211 espécies) e Nuttalliellidae (1 espécie) (RIVERA-
PAEZ et al., 2018).

A fauna de carrapatos do Brasil € atualmente composta por 72 espécies,
47 da familia Ixodidae, e 25 na familia Argasidae (DALL’AGNOL et al., 2017,
GIANIZELLA et al., 2018; LABRUNA et al., 2016; MUNOZ-LEAL et al., 2017). Os
ixodideos constituem a familia de carrapatos dominante, em relacdo ao numero
de espécies e sua importancia médica e veterinaria (TSATSARIS et al., 2016).
Estes carrapatos tém importancia sanitaria e econémica, devido a sua acao
hematéfaga, transmissdo de patdgenos e inoculagdo de toxinas em seus
hospedeiros (MONTANEZ et al., 2017).

Os ciclos de vida dos carrapatos da familia Ixodidae passam por quatro
estagios: ovo, larva, ninfa e adulto (FIGURA 2). Todos os estagios, exceto 0s
ovos, precisam parasitar um hospedeiro. Apés a eclosédo, as larvas apresentam-
se em tamanho reduzido, cerca de 0,5 mm. Ao parasitarem um hospedeiro, as
larvas se ingurgitam de sangue e ficam com tamanho de 1 a 2 mm, em alguns
dias, realizam a ecdise para o estagio de ninfas. No hospedeiro, as ninfas se
ingurgitam de sangue, apresentando tamanho de 3 mm a 10 mm, e realizam a
muda para o estagio adulto, ultimo do ciclo. O estagio adulto apresenta
dimorfismo sexual. As fémeas se ingurgitam em dias ou semanas, S&o
fertilizadas pelos machos em cima do hospedeiro, podendo atingir tamanhos de
até 30 mm de comprimento. Quando ingurgitadas, as fémeas se desprendem do
hospedeiro para o ambiente, onde irdo colocar milhares de ovos dando inicio a
uma nova geracao (ADENUBI et al., 2018; VIEIRA et al., 2004).
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Figura 2. Estagios do ciclo de vida de D. nitens em laboratério. (A) Fémeas

ingurgitadas; (B) inicio da oviposicdo; (C) Término da oviposicédo; (D) Ovos; (E)
Larvas récem eclodidas; (F) Larvas visualizadas em microscopio optico (4x).

Fonte: arquivo pessoal.

O género Dermacentor pertence a familia de ixodideos, os chamados
carrapatos de corpo duro, que incluem os carrapatos mais comuns em animais
domésticos no Brasil como, por exemplo, o carrapato-da-orelha-do-cavalo, o
carrapato-do-boi, o carrapato-do-cachorro e o carrapato-estrela. Deste género,
apenas a espécie Dermacentor nitens ocorre no Brasil. (GUZMAN-CORNEJO et
al., 2016; KOLLER et al., 2017).

D. nitens é a principal espécie de carrapato que ocorre em equinos,
conhecido popularmente por carrapato-da-orelha-do-cavalo devido a sua
preferéncia em parasitar cavalos e se fixar no pavilhdo auricular dos
hospedeiros, embora possa ser encontrado em qualquer lugar do corpo, como
diverticulo nasal, na regido perineal e crinas, estando espalhado por todo o corpo
do animal quando ocorre infestagcdo em massa (KOLLER et al., 2017; LABRUNA
et al., 2002).

Os danos causados por esse carrapato em equinos podem ser diretos,
ocasionando um quadro clinico de anemia por uma infestacdo macica, irritagdo
e lesbes que predispde o estabelecimento de miiases e outras infec¢des; ou

indiretos como a transmissdo da piroplasmose equina, causada pelos
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hemoprotozoarios Theileria equi e Babesia caballi, que pode resultar na morte
ou reducao do desempenho do animal. A sanidade dos animais esta relacionada
diretamente com o seu valor comercial, pois animais debilitados pela acao de
carrapatos perdem seu valor, interferindo na utilidade do animal como forca de
trabalho e/ou competicées (KOLLER et al., 2017; GUGLIELMONE et al., 2006).

Em relacdo a infestacdo de D. nitens em outras espécies animais, este
carrapato ocorre em baixa quantidade e de maneira acidental e, por isso, demais
hospedeiros ndo séo importantes para a manutencdo desse carrapato, sendo
considerado bastante especifico para equinos (KOLLER et al., 2017).

O controle desses carrapatos é realizado principalmente através da
utilizacdo de acaricidas sintéticos, tanto como medida profilatica quanto de
tratamento. O uso indiscriminado dos acaricidas leva a uma pressao de selecao
nos carrapatos e o desenvolvimento de resisténcia aos produtos, além de causar
a contaminacéo dos produtos de origem animal e do meio ambiente (FRANCO
et al., 2017; PERINOTTO et al., 2013). Formulacbes comercias a base de
piretréides, por exemplo, alfametrima e cipermetrina sédo utilizadas e as Unicas
indicadas no comércio brasileiro para o uso em equinos. As aplicacbes podem
ser por banhos de imersdo, aspersdo e tdpicas quando os carrapatos se
encontram em locais ndo alcancados por outras formas de aplicacéo, tais como
o pavilhd@o auricular e o diverticulo nasal (BELLO, 2008; KOLLER et al., 2017;
LABRUNA et al., 2004).

E crescente a busca por métodos alternativos para o controle dos
carrapatos e, nesse sentido, muitas plantas tém sido estudadas quanto ao
potencial acaricida de seus extratos, 6leos essencias e outras substancias. Pinto
et al. (2018) avaliaram os efeitos dos extratos vegetais de Rheedia longifolia
(Clusiaceae), Garcinia xanthochymus (Clusiaceae), Plumbago scandens
(Plumbaginaceae), Hovenia dulcis (Rhamnaceae), Malpighia glabra
(Malpighiaceae), Euphorbia tirucalli (Euphorbiaceae) e Nerium adelfa
(Apocynaceae) em ovos de D. nitens e Ripicephalus sanguineus em
concentracdes de 1.000 partes por milh&o (ppm). Os autores observaram que os
extratos tiveram um efeito significativo na taxa de eclosdao dos ovos, com
destaque para os extratos de H. dulcis e M. glabra que foram eficazes in vitro em

ovos de R. sanguineus e D. nitens (89 e 100%, respectivamente), e podem ser
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considerados candidatos potenciais para o controle alternativo desse tipo de
praga.

Produtos naturais ou extratos de plantas podem ser carrapaticidas ideias
por serem biodegradaveis e ndo agredirem ao meio amiente. Além disso, a
resisténcia pode se desenvolver mais lentamente, pois, os produtos naturais
podem conter mais de um principio ativo (ADENUBI et al., 2018; OKWUTE,
2012).

2.6 Dypsis decaryi

A familia Arecaceae possui 183 géneros e mais de 2500 espécies que
estdo divididas em subfamilias como Calamoideae, Nypoideae, Coryphoideae,
Ceroxyloideae e Arecoideae (DRANSFIELD et al., 2005; HORN et al., 2009).
Nesta vasta familia estdo inseridas palmeiras de importancia econbmica,
alimenticia, medicinal e ornamental. Por exemplo, a palmeira Euterpe oleracea
Mart, conhecida popularmente como acai, é nativa da regido amazoénica e tem
sido utilizada para a alimentacao de habitantes rurais, como também na medicina
popular. Por exemplo, o 6leo obtido da fruta do acai apresenta acao antidiarreica
e seu fruto apresenta capacidade antioxidante sendo utilizado como alimento
funcional (AGRA et al., 2007; FAVACHO et al., 2011; PLOTKIN BALICK, 1984).
Outro representante importante desta familia € o coco (Cocos nucifera), uma
palmeira cultivada que apresenta valor nutricional e medicinal, pois seu fruto e
agua apresentam propriedades medicinais como antibacteriana, antifingica,
antiviral, antiparasitaria, antioxidante, hipoglicemiante, hepatoprotetiva e
imunoestimulante (DEBMANDAL; MANDAL, 2011).

A palmeira ornamental Dypsis decaryi pertence a familia Arecaceae,
subfamilia Arecoideae, tribo Areceae e sub-tribo Dypsidinae (BAKER et al.,
2011). E conhecida popularmente por Palmeira Triangular, e seus principais
atributos ornamentais sdo a caracteristica de distribuicdo das folhas e cor
acinzentada. A espécie € nativa de Madagascar e pode alcancar cerca de 4m a
5m de altura, sendo seus frutos consumidos na sua regiao de origem (BAO et
al., 2010; LORENZI et al, 2004).

As palmeiras ornamentais apresentam capacidade de se adaptar e

sobreviver em diversas condi¢cOes edafoclimaticas (RAMOS et al., 2013). Apesar
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de ser muito utilizada no paisagismo brasileiro D. decaryi ainda é pouco estudada
e ndo ha relatos até o presente momento sobre suas propriedades bioldgicas e
medicinais, sendo uma fonte promissora de investigacdes que busquem avaliar
a presenca de lectinas em suas sementes, assim como as suas possiveis

atividades biologicas.



33

3. OBJETIVOS

3.1 Geral:

Extrair, purificar, caracterizar uma lectina de sementes de Dypsis decaryi

e avaliar in vitro as suas atividades bioldgicas.

3.2 Especificos:

Avaliar a presenca de lectinas na casca, tegumento e endosperma de
sementes de Dypsis decaryi;

Extrair uma lectina de tegumento de sementes de D. decaryi;

Purificar a lectina por fracionamento aceténico e método cromatografico
de exclusdo molecular em Superdex G-75;

Caracterizar a lectina purificada quanto a estabilidade em diferentes
temperaturas e pH na atividade hemaglutinante;

Avaliar as atividades biolégicas da lectina purificada (antibacteriana,
antifangica e a citotoxicidade);

Realizar a analise fitoquimica do extrato aquoso do tegumento das
sementes de D. decaryi;

Determinar in vitro a atividade carrapaticida do extrato aquoso do
tegumento, do preciptado proteico e sobrenadante frente ao carrapato
Dermacentor nitens;

Investigar a atividade sequestradora de radical DPPH.
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ABSTRACT

A novel thermostable lectin, called DdeL, was obtained from of the extract of the
tegument of the seed of Dypsis decaryi. The extract of the tegument had higher
specific hemagglutination activity (196.03) and subjected to 70% acetone
precipitation and purification on Superdex G-75, exhibiting a single peak
(34,8kDa). DdeL this agglutinated blood types (A, B, AB, O and rabbit) and
inhibited only by glycoproteins (albumin, and azoalbumina azocasein).
Hemagglutinating activity (HA) was higher at acid pH (pH 5-6) and was observed
at all temperatures (40 ° - 100 ° C). DdeL exhibited bacteriostatic activity against
the pathogenic bacteria tested Providencia stuartii and Staphylococcus aureus
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ATCC 29213, minimum inhibitory concentration (MIC) of 750 pg/mL. The lectin
had a MIC50 of 5.18 ug/mL for S. schenckii and MIC50 between 2.59 - 20.7
pg/mL for C. albicans. DdeL presented MIC50 of 0.26 - 0.52 pg/mL for S.
schenckii and MIC50 of 2.06 pg/mL for C. albicans. DdeL showed no cytotoxic
effect on macrophages (J774.A1) and renal embryonic cells (HEK-293). DdelL
should be performed to enable its use in the clinical segment.

KEYWORDS: Process biochemistry; agglutination; recognizing; erythrocytes;

protein; cell viability.

1. Introduction

Lectins are proteins or glycoproteins that bind specifically to mono-, oligo-
or polysaccharides [1] and have been extensively studied for their antimicrobial
activities [2], mitogenic [3], antitumor [4], antifungal [1], insecticides [ 5] and
nematicides [6].

Lectins are present in all living beings, although plants are their main
source. Plant lectins were obtained from several plant families, such as:
Rubiaceae [10], Fabaceae (leguminous) [7], Lamiaceae [11], Dioscoreaceae
[12], Cucurbitaceae [13] and Araceae [14], there were no reports of lectins
obtained in the Arecaceae family. After identification of the biomolecule, its
physico-chemical characterization is fundamental to understand its operating
conditions and thus can be used as a biological agent [15].

The antibacterial activity of lectins was observed by the bacteriostatic and
bactericidal effects, for example, Apuleia leiocarpa lectin (ApulSL) that showed
such effects in gram-positive and gram-negative species, being more effective
against three varieties of Xanthomonas campestres [7]. Some lectins have
interfered in the formation of biofilms, such as the lectin of Calliandra
surinamensis (Casul) that, in addition to the bacteriostatic effect, reduced biofilm
formation by Staphylococcus saprophyticcus and Staphylococcus aureus [8].

Lectins with antifungal activity can recognize and bind to important
components of the cell wall of fungi, such as chitin, oligomers of chitin, cellulose,
glucans, mannan and other saccharides [9]. The lectin of Alpinia purpurata (ApulL)

caused damage to cells of Candida albicans and C. parapsilosis, which exhibited
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malformations with stretching and protuberances, presence of cellular fragments
that affected cell growth, and loss of cellular integrity.

Dypsis decaryi is an ornamental palm native to Madagascar, used in parks
and gardens, and is expanding all over Brazil. Its main ornamental attributes are
leaf distribution and grayish color [19,20]. Thus, considering the scarcity of data
to date, this work proposes to report a new lectin extracted from the seeds of the
ornamental palm D. decaryi, in addition to elucidating its biological activities

(antibacterial, antifungal and cytotoxic).

2. Material and methods
2.1 Vegetable material and extract preparation

The fruits from D. decaryi were collected in the city of Recife-PE. The fruits
were washed and dried at 50 °C for five days, then the bark was removed to
obtain the seeds. The bark extract was prepared 10% with 0.15 M NacCl in
constant stirring for 3 hours. The extract of the tegument, tissue lining the
endosperm, was obtained with 0.15 M NaCl by mechanical agitation. After
removal of the tegument, the endosperm extract was obtained by trituration in a
blender with 0.15 M NaCl. The extracts were filtered with filter paper using

vacuum pump. The extracts were then stored at -20 °C.

2.2 Hemagglutinating activity

The hemagglutination activity (HA) was performed as described by Correia
and Coelho [21] in 96-well microtiter plates using a suspension of rabbit
erythrocytes or human blood suspensions (A, B, O and AB) (2.5% v/v) previously
treated with glutaraldehyde. Briefly, 50 uL of the sample was serially two-fold
diluted in 0.15 M NacCl in a plate row and then 50 uL of the erythrocyte suspension
was added to each well. HA was defined as the inverse of the titer; corresponding
to a lower dilution of the sample that presented complete hemagglutination, after
incubation for 45 min. The specific HA was defined as the ratio between HA and
protein concentration (mg/mL). Rabbit erythrocytes were chosen for subsequent
assays. This activity was performed after each purification step and lectin
characterization tests.
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2.3 Protein content

The protein dosage during the extraction and purification steps of the lectin
was performed by the bicinchoninic acid method (BCA) described by Smith [22],
with small modifications, where 25 L of the sample was added to 200 yL of BCA
solution in a microplate and incubated at 37 ° C for 30 min. Absorbances were
measured at 595 nm on a microplate reader (iMark ™ Microplate Absorbance
Reader - Bio Rad).

2.4 Purification of Dypsis decaryi seed lectin and molecular weight
determination

The extract of the tegument was precipitated at 70% with acetone and the
pellet resuspended in 5 mL of 0.15 M NaCl solution to determine the protein
content and hemagglutinating activity. Thereafter, a 1mL aliquot of the ketone
precipitate was subjected to gel filtration chromatography using a Akta Avant 25
system (GE Healthcare, Uppsala, Sweden) on a PC 3.2/30 Superdex 75
(HR10/300GL) column according to the instructions the manufacturer. The run
was monitored at 215 nm and 280 nm, and fractions of 1 mL were collected by
automatic fraction collector. The peaks were then subjected to the detection of
hemagglutination activity. The molecular weight estimation was obtained using
the calibration curve of the Superdex G75 HR 10/300GL column. Calibration was
performed using a mixture of gel filtration molecular weight markers (1.0 mg/mL
each): bovine serum albumin, carbonic anhydrase, chicken egg albumin and a
trypsin inhibitor. The standard curve was plotted using UNICORN-6.0 software
following the equation y = -7.674x + 134.7 (R2 = 0.991).

2.5 Specificity for carbohydrates and glycoproteins

Specificity to carbohydrates and glycoproteins was evaluated in microtiter
plates according to Correia e Coelho [21]. The lectin (50 pL) was serially diluted
in the carbohydrate solutions, after dilution, the microplate remained at room
temperature for 45 minutes and then 50 uL of the rabbit red blood cell suspension
at 2.5% (v/v) was added. Plates were maintained at room temperature for 45
minutes for the evaluation of inhibition of hemagglutinating activity. The sugars

evaluated were: rhamnose, arabinose, fructose, sucrose, glucose, galactose,
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raffinose, all at 0.2 M. The glycoproteins used at 1 mg/mL concentration:

lactoferrin, azoalbumin, azocasein, lysozyme and albumin.

2.6 Effects of pH and temperature on DdeL HA

Hemagglutinating activity of DdeL was evaluated in the presence at
different pH values and after heating to different temperatures. The effect of the
pH on the DdeL AH was performed in different 0.01 M pH solutions (citrate-
phosphate pH 5.0 and 6.0; Tris-HCI pH 7.0-9.0; glycine-NaOH pH 10), with DdeL
being serially diluted twice in these solutions in microplate for the determination
of HA. The effect of temperature was evaluated by incubating DdeL at 40, 50, 60,
70, 80, 90 e 100 °C for 30 min before conducting the hemagglutination assay.

2.7 Antibacterial activity

The antibacterial activity DdeL were performed by the determination of the
minimum inhibition concentration (MIC) and minimum bactericidal concentration
(MBC) using a microdilution broth method according to the Clinical and
Laboratory Standards Institute [23]. Initially, was added Mdueller-Hinton broth in
each well of the microdilution plates. DdeL were added by serial dilution at the
concentration ranged from 2.9 - 1500 pg/mL. The bacterial suspensions,
Escherichia coli ATCC 25922, Klebsiella pneumoniae ATCC 700603,
Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853, Providencia stuartii clinical isolate,
extended spectrum beta-lactamase producing enterobacteria (ESBL) clinical
isolate, Staphylococcus aureus ATCC 29213, methicillin-resistant
Staphylococcus aureus (MRSA) ATCC 33591, Streptococcus mutans clinical
isolate and Enterococcus faecalis clinical isolate were adjusted in the density of
0.5 McFarland standard, diluted and deposited into the wells to obtain a final
concentration of 10° UFC/well. Then, the plates were incubated at 35 + 2 °C for
24 h. The MIC was determined as the lowest concentration capable of inhibit the
microbial growth by spectrophotometry at 620 nm (Multiskan microplate
photometer FC, Thermo Scientific, Madrid, Spain). The minimum bactericidal
concentration (MBC) was determined after the MIC results. An aliquot of the wells
with no microbial growth was inoculated on Mueller-Hinton agar and the plates

were incubated at 35 + 2 ° C for 24 h. The CBM was determined as the lowest
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concentration where there was no microbial growth. Three independent

experiments were performed for each condition on different days.

2.8 Antifungal activity

The antifungal activity was performed by the 96-well plate microdilution
test adapted to the CLSI M38-A document [24]. They were evaluated ten
concentrations (2.6 - 1325 ug/mL) of the extract of the tegument, as well as ten
concentrations (0.03 - 16.5 pg/mL) to DdeL. The fungi Sporotrichum schenckii
URM 7968, S. schenckii URM 7969, S. schenckii URM 7971, Candida albicans
URM 6401, C. albicans URM 4127 and C. albicans URM 6400 were obtained
from the culture collection of Federal University of Pernambuco, Departament of
Mycology, Brazil. The fungi were grown in Potato-Dextrose-Agar (BDA) medium,
S. schenckii for seven days and C. albicans 24h at 35 ° C. For preparation of the
fungal suspension was added 5 mL of saline solution and with the aid of
disposable handles detachment was promoted spores and hyphal fragments. The
density of the cultures was adjusted turbidimetrically at a wavelength of 530 nm
to obtain 80% transmittance for S. schenckii and 90% transmittance for C.
albicans. The suspensions were diluted (1:50) in RPMI 1640 medium.

The culture medium used for the microdilution test was RPMI 1640
(Sigma-Aldrich, USA) with L-glutamine and no sodium bicarbonate, buffered at
pH 7.0 with 0.165 M morpho-lino-propane-sulfonic acid (MOPS) (Sigma-Aldrich,
USA). The medium was sterilized by membrane filtration with a porosity of 0.22
pum (Millipore).

The wells from rows 1 through 10 of the microplates contained 100 pL of
the concentrations and 100 uL of the inoculum, wells 11 and 12 consisted of the
growth and sterilization controls, respectively. The microplates were incubated at
35°C for 24h (C. albicans) and 48h (S. schenckii).

The determination of the minimum inhibitory concentration 50% and 100%
(MICso and MICi00) of DdeL and the tegument extract was performed by visual
reading, considering the control well that obtained 100% growth, being attributed

the percentage of inhibition of the concentrations tested.

2.9 Cytotoxic activity
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Macrophages (J774.A1) and renal embryonic cells (HEK-293) were grown
in Dulbecco's Modified Eagle Medium (DMEM) supplemented with fetal bovine
serum (10%) and penicillin-streptomycin (1%) at 37 °C and 5% CO2. The cells
were counted in the newbauer chamber for the cell viability test.

The MTT assay ([3-(4,5-dimethylthiazol-2yl)-2,5-diphenyl tetrazolium
bromide] was used to determine the effect of DdeL on cell viability [25]. Cells
were incubated in 96-well plates. The macrophages to 1x10° cells/mL and the
renal embryonic cells to 1x104 cells/mL. After 24h of incubation, were exposed
for 24 hours to DdeL, at the final concentrations of 1.5; 2.5; 5; 10 and 20 pg/mL.
After the treatment period, 20 uL of MTT solution (4 mg/mL) were added in each
well, and the plates were incubated for 2h. After the period, the supernatant was
removed and 100 pL of DMSO (Dimethylsulfoxide) added. Absorbance reading
was performed on Microplate Reader (BioteK EIx808) at 630 nm.

Cytotoxicity was expressed in cell viability: (Abs of treated cell
populationX100/Abs of untreated cell population) [26]. The statistical analysis
was performed in GraphPad Prism 5.0 program was used ANOVA followed by
Bonferroni test.

3. Results and discussion

3.1 Extraction, purification of lectin from Dypsis decaryi seeds and
determination of molecular weight

The results of lectin extraction in different parts of the seed are shown in
Table 1. The extract of the tegument had a higher HA titre of 8192, protein content
of 41.76 mg/mL and specific HA of 196.03 and therefore, was used in the
subsequent tests. In the extract of the endosperm of the seed the amount of
proteins was smaller (1.90 mg/mL), not being detected HA.

Several lectins have been obtained by extraction with 0.15M NaCl, such
as Punica granatum (PgTelL) lectin and Calliandra surinamensis (CasuL), as well
as other lectins have been extracted using buffered solutions such as Bauhinia
ungulata seed lectin (BUL) which was obtained by extraction with 0.1M Tris-HCI
[8; 27-28].
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Table 2 shows the steps of purification of the lectin. Purified lectin (0.2
mg/mL) obtained on Superdex G-75 showed purification factor 6.70 with low
lectin recovery (0.47%). The low yield may be justified by the fact that part of the
sample is retained in the chromatographic column. A chromatographic profile
representing the D. decaryi lectin isolation is shown in Fig. 1. Analysis of the
chromatographic profile obtained on Superdex-G75 HR 10/300GL Column
demonstrated a protein peak with estimated molecular mass at 34.8kDa. The

purified lectin of D. decaryi was named DdeL.

3.2 Biochemical characterization of D. decaryi lectin (DdeL)

Table 3 shows the DdeL specificity for different blood types. DdeL
agglutinated all evaluated blood types, human blood (A, B, AB and O) and rabbit,
showing greater hemagglutinating activity when evaluated in the presence of O
(2048) and rabbit (2048) blood types. Similarly, Apuleia leiocarpa seed lectin
(ApulSL) agglutinated all erythrocytes tested, with emphasis on human type O
blood and rabbit [7]. Other lectins are more specific for certain blood types, for
example, lectin present in seeds of Phaseolus lunatus var. cascavel was able to
agglutinate only human A-type erythrocytes [29].

The hemagglutinating activity of the DdeL was not inhibited by
monosaccharides or oligosaccharides, however, it was totally inhibited by three
glycoproteins (albumin, azoalbumin and azocasein), indicating a specificity for
complex sugars (Table 4). The lectin of Dioscorea bulbifera (DBL) presented
similar specificity, since its activity was inhibited only by glycoproteins such as
asialofetuin, fetuin, mucin, asialomucin and transferrin [12]. Other lectins are
specific for simple sugars, such as hyacinth bulb lectin which has been shown to
be highly specific for mannose [15].

The HA of DdeL was higher (2048) in the range of pH 5-6, decreasing to
8 when pH was 9-10, revealing that lectin is more active at acidic pH (Fig. 2).
Similarly, the Genipa americana lectin (GaBL) also showed higher
hemagglutinating activity at pH 5.0 [10]. Other lectins are more active at basic
pH, such as Platypodium elegans seed lectin (PELa) which showed maximum
activity at pH 9-10 [30]. DdeL presented hemagglutinating activity between 40

and 100 °C and remained active after 3h at 100 °C, demonstrating a high
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thermostability (Fig. 2). This resistance to high temperatures is commonly
reported in plant lectins, for example, the lectin of Calliandra surinamensis
maintained the activity after heating at all temperatures tested (30-100 °C) [8].
Another thermostable lectin at high temperatures was that of Apuleia leiocarpa
(ApulSL) seeds, which had its hemagglutinating activity preserved after heating
at 100 °C for 2 h [7]. However, some lectins are not stable at such high
temperatures, for example, Platypodium elegans lectin (PELa) maintained its
haemagglutinating activity up to 60 °C, its activity drastically reduced to 70 °C,
and completely lost after 80 ° C [25].

3.3 Antibacterial activity

DdeL exhibited bacteriostatic activity against the pathogenic bacteria
tested, although the minimum inhibitory concentration (MIC) was high. The MIC
and MBC values are given in Table 6. The most sensitive strains were the clinical
isolate of Providencia stuartii and Staphylococcus aureus ATCC 29213, which
presented MICs of 750 ug/mL, while all other strains were inhibited at the
concentration of 1500 ug/mL. The bactericidal activity was not detected for the
tested isolates.

The bacteriostatic effect of the lectin according to the literature, as
described for the lectin extracted from Apuleia leiocarpa (ApulSL), showed
bacteriostatic effect against all tested isolates (11.2-180.5 pg/mL) [7]. The lectin
Alpinia purpurata (ApuL) showed bacteriostatic activity (MIC 50 pg/mL) against
isolated non-resistant Staphylococcus aureus (UFPEDA-02) and isolated from
methicillin resistant S. aureus (UFPEDA-672) having MIC of 400 pg/mL for this

isolate. ApuL showed bactericidal effect only for isolate of non-resistant S. aureus

2].

3.4 Antifungal Activity

Table 7 shows the results of the antifungal activity of the extract of the
tegument of the seed of D. decaryi and DdeL. The extract of the tegument had a
MICso of 5.18 ug/mL for S. schenckii fungi, however the MICio0 of the extract was
between 10.35 - 82.81 ug/mL for these fungi. In relation to DdeL, S. schenckii
URM 7971 was the most sensitive in MICso of 0.26 pg/mL and the others in MICso
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of 0.52 pg/mL. DdeL did not present MICaoo for S. schenckii species. The extract
of the tegument showed a MICso between 2.59 - 20.7 pyg/mL for fungi of the C.
albicans species, where the most resistant was C. albicans URM 6401 with MICso
of 20.7 pg/mL. The MICio0o Of the extract of the tegument for C. albicans was
between 662.5 - 1325 ug/mL. The MICso from DdelL to C. albicans was 2.06
pg/mL, however, did not present MIC1oo for these fungi.

Antifungal activity of plant lectins has been reported for several species of
fungi. Costa et al. [31] reported that Phthirusa pyrifolia (PpyLL) lectin did not show
antifungal activity for most of the evaluated fungi, inhibiting only the fungi
Fusarium lateritium URM 2665 and Rhizoctonia solani URM 2820. The lectin of
Phaseolus lunatus (Lunatin) inhibited the growth of the species of fungi
Sclerotium rolfsii, Fusarium solani, Fusarium oxysporum and Botrytis cinerea,
being its inhibitory effect considered concentration-dependent [32].

The report of new bioactive compounds, such as lectins, with antifungal
activity is important for the development of new drugs alternative to commercial
antifungals that have been losing their effects due to resistance developed by

fungi.

3.5 Cytotoxic activity

The results of cytotoxic activity in vitro, through of the MTT assay in
macrophages (J774.A) and renal embryonic cells (HEK-293), showed that the
lectin did not present a cytotoxic effect, besides having stimulated the proliferation
of these cells, the which can be observed by cellular viability greater than 100%
when compared to the control (Fig. 3). Lectins are proteins capable of binding to
carbohydrates present on the cell surface and this interaction may induce
different cellular responses, among them, the stimulation of cell proliferation [33].
The lectin of Artocarpus lingnanensis (ALL) stimulated proliferation of T
lymphocytes at concentrations ranging from 1.8 to 300.0 ug/mL [34].

The absence of cytotoxicity in normal cells is an important characteristic
for a molecule with ability to medical and biotechnological applications. Moringa
oleifera (cMoL) coagulating lectin presented cytotoxic effects on B16-F10

melanoma cells and was less toxic in normal human fibroblasts, stimulating
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further investigations of the anticancer potential and possible therapeutic uses of
cMoL [35].

Conclusion

A novel lectin was successfully extracted and purified from the tegument
of the seed of Dypsis decaryi, being named DdeL. The discovery is linked to the
elucidation of its physico-chemical profile and the benefits of its bacteriostatic and
antifungal effects, besides the advantage of not presenting cytotoxic potential in
the concentrations determined in this research. Thus, it is suggested that the new
lectin be the source of new investigations and applications for its immediate use

in the clinical segment.
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Highlights

v Biological implications of proteins may be elucidated under radiation

assays.
v Lectin may be partial affected by low doses of carbohydrates.

v DdelL is a thermostable lectin.
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Tables

Table 1. Extracts from the seeds of D. decaryi, their protein dosages and

hemagglutinating activity total and specific.

Protein SHA
Sample HA
(mg/mL) (HA/mQ)
Bark 15.45 2048 132.55
Tegument 41.79 8192 196.03
Endosperm 1.90 0 0

HA: hemagglutinating activity; SHA: specific hemagglutinating activity.

Table 2. Summary of purification of the lectin from the tegument of seed D.
decaryi (DdelL).

Volume Protein Total activity SHA  prification Recovery
Sample

(mL)  (mg/mL) (HA)  (HA/mg) factor (%)
Crude extract 200  41.79 8192 196.03 1.00 100
Precipitate 2 4.07 2048 503.61 2.57 9.57
DdeL 20 0.20 256 131282  6.70 0.47

HA: hemagglutinating activity; SHA: specific hemagglutinating activity.
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Table 3. Hemagglutinating activity of DdeL according to blood type.

Blood type Hemagglutinating activity (HA)
A* 512
B- 512
AB* 1024
O 2048
Rabbit 2048

Table 4. Inhibition of DdeL by different carbohydrates and glycoproteins.

Carbohydrates: INHIBITION
Ramnose NI
Arabinose NI
Fructose NI
Sucrose NI
Glucose NI
Galactose NI
Raffinose NI
Glycoproteins:

Lactoferrin -
Azoalbumin 100%
Azocasein 100%
Lysozyme -
Albumin 100%

NI: no inhibition.
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Table 5. Antibacterial activity of DdeL.

Lectin concentration
range 0 — 2000 pg/mL

MIC MBC
gug/mL)
= Escherichia coli ATCC 25922 1500 > 1500
= Klebsiella pneumoniae ATCC 700603 1500 > 1500
= Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853 1500 > 1500
» Providencia stuartii clinical isolate 750 > 1500
= ESBL clinical isolate 1500 > 1500
= Staphylococcus aureus ATCC 29213 750 > 1500
= MRSA ATCC 33591 1500 > 1500
= Streptococcus mutans clinical isolate 1500 > 1500
= Enterococcus faecalis clinical isolate 1500 > 1500

MIC: Minimum Inhibitory Concentration; MBC: Minimum Bactericidal
Concentration; ATCC: American Type Culture Collection; ESBL: Extended
spectrum beta-lactamase producing enterobacteria; MRSA: Methicillin-resistant
Staphylococcus aureus.

Table 6. Antifungal activity of DdeL and extract of the tegument of seeds of D.

decaryi.
MICso MIC1o0
_ _ ug/mL pg/mL
Microorganism EXTRACT DdeL EXTRACT DdeL
2.6-1325 0.03-16.5 2.6-1325 0.03-16.5
pg/mL pg/mL pg/mL pg/mL
Sporotrichum schenckii URM 7968 5.18 0.52 82.81 -
Sporotrichum schenckii URM 7969 5.18 0.52 20.7 -
Sporotrichum schenckii URM 7971 5.18 0.26 10.35 -
Candida albicans URM 6401 20.7 2.06 1325 -
Candida albicans URM 4127 2.59 2.06 1325 -
Candida albicans URM 6400 2.59 2.06 662.5 -

MICso:  Minimum Inhibitory Concentration able to inhibit 50% of the
microorganism; MICio0: Minimum Inhibitory Concentration able to inhibit 200% of
microorganism.
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RESUMO

Este trabalho objetivou analisar os compostos fitoquimicos presentes no extrato
aguoso do tegumento de sementes de D. decaryi, avaliar a capacidade
sequestradora do radical DPPH e a atividade carrapaticida do extrato aquoso,
precipitado proteico e sobrenadante cetdnico. O extrato aquoso de D. decaryi
indicou a presenca de diferentes grupos de metabdlitos secundarios, sugerindo
biodisponibilidade de saponinas, taninos e flavonoides. O extrato aquoso do
tegumento das sementes de D. decaryi, avaliado em diferentes concentracoes,
apresentou capacidade do consumo de DPPH. O comportamento cinético da
reacdo do DPPH com as diferentes concentracbes do extrato, onde as trés
concentracbes maiores (1,73 mg/ml; 0,87 mg/ml; 0,35 mg/ml) atigiram o
consumo maximo com dois minutos da reacdo. No bioensaio carrapaticida frente
a D. nitens, o controle positivo Cipermetrina 15%, foi ineficiente, apresentando
98,81% de resisténcia. O extrato bruto na concentracdo de 17,3 mg/ml também
nao foi eficiente (100% de resisténcia). A concentragdo do 1,73 mg/mi
apresentou 19,23% de eficiéncia. O precipitado proteico na concentracdo de
1,25 mg/ml obteve maior eficiéncia com 71,65%. O sobrenadante cetbnico
apresentou 38,62% de eficiéncia. Este € o primeiro relato sobre de perfil
fitoquimico de sementes de D. decaryi, do potencial sequestrador de radical
DPPH e a atividade carrapaticida de compostos presentes nesta planta.

Palavras-chaves: D. decaryi, fitiquimico, antioxidante, D. nitens.
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1. Introducéo

A palmeira ornamental Dypsis decaryi, conhecida popularmente como
palmeira triangular devido a forma como as suas folhas estdo dispostas,
pertence a familia Arecaceae (Baker et al., 2011). Nesta vasta familia estéo
inseridas palmeiras de importancia econbmica, alimenticia, medicinal e
ornamental. Por exemplo, o coco (Cocos nucifera), uma palmeira cultivada que
apresenta valor nutricional e medicinal, pois sua polpa e agua apresentam
propriedades medicinais como antibacteriana, antifingica, antiviral,
antiparasitaria, antioxidante, hipoglicemiante, hepatoprotetiva e
munoestimulante (Debmandal; Mandal, 2011). Em real¢do a espécie D. decaryi,
ndo ha na literatura relatos sobre sua composic¢ao fitoquimica, como também, de
suas atividades biologicas. O conhecimento dos compostos presentes nesta
planta pode impulsionar a descoberta de suas atividades biologicas e possiveis
aplicacdes na medicina humana ou animal.

As plantas podem sintetizar diversos metabdlitos secundarios, utilizados
na sua defesa contra predadores ou patdgenos, que Sao responsaveis por
atividades biolégicas e podem ser importantes recursos terapéuticos devido aos
seus efeitos bioldgicos sobre a saude do ser humano (Barcelos et al., 2017,
Campos et al., 2016; Pereira; Cardoso, 2012; Torres, 2005).

Os metabolitos secundarios encontrados em plantas se agrupam em
quatro classes principais: terpenos, compostos fendlicos, glicosideos e
alcaloides (Garcia; Carril, 2009). Dentre esses, encontram-se compostos com
propriedades antioxidantes, como os fendlicos. A polpa de acai, também
pertencente a familia Arecaceae, apresentou elevado conteudo de compostos
fendlicos totais e antocianinas totais, como também acao anti radical livre maior
em relagdo a outros tipos de frutas abundantes na regido amazénica (Silva et al.,
2017).

Extratos vegetais, aquosos ou organicos, também foram avaliados quanto
a atividade carrapaticida, no intuito de encontrar uma alternativa de controle para
estes ectoparasitas quem vém desenvolvendo resisténcia aos carrapaticidas
quimicos utilizados indiscriminadamente. O extrato hidroalcodlico de eucalipto,

Eucalyptus dunnii, foi avaliado quanto a atividade carrapaticida frente ao
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carrapato Rhipicephalus (Boophilus) microplus e apresentou eficacia de 73,6%
no controle deste ectoparasita.

O objetivo deste trabalho foi analisar o perfil fitoquimico do extrato aquoso
do tegumento das sementes de D. decaryi, avaliar o potencial sequestrador do
radical DPPH e a atividade carrapaticida deste extrato, precipitado proteico e

sobrenadante acetbnico frente ao carrapato-da-orelha-do-cavalo D. nitens.

2. Material e Métodos
2.1 Obtencdo do material vegetal, extrato e precipitado protéico

Os frutos de D. decaryi foram coletados na cidade de Recife-PE. Os frutos
foram lavados e secos a 50 °C durante cinco dias, em seguida, retirou-se as
cascas para obtencao das sementes. O extrato do tegumento das sementes foi
obtido através da agitacdo em agitador mecéanico de hélices, até total retirada do
tegumento sem trituracdo do endosperma, utilizando NaCl 0,15 M. A
solubilizacéo de proteinas foi realizada com acetona a 70% como solvente. Em
seguida, esta solucdo foi centrifugada a 3500 rpm durante 20 min, o

sobrenadante coletado e o precipitado protéico ressuspendido com NaCl 0,15 M.

2.2 Teor de fendis totais

Os fendis totais foram determinados de acordo com o método descrito por
Julkunen-Titto (1985). Uma aliquota (50 plL) do extrato aquoso ou solucao
padrao foi misturada com 1 mL de H20 e 500 uL de reagente de fenol Folin —
Ciocalteu. Em seguida, 2,5 mL de solu¢do Na2COs a 20% foram adicionados a
mistura seguida por incubacdo a temperatura ambiente no escuro durante 20
min. A absorbancia foi medida a 735 nm (espectrofotometro Spectro UV-vis,
Labomed Inc., Culver City, CA). O acido galico foi usado para preparar uma curva
padrédo (0,025-0,6 mg/ mL;y =1,3058x + 0,065; r2 = 0,9993; y é a absorbancia;
X € a concentracdo da solucdo). Os resultados foram expressos como
equivalentes em mg de acido galico (EAG)/g de extrato. O teor de fendis totais
(FT) foi determinado por interpolagcdo da absorbancia das amostras contra a
curva de calibracéo construida com acido gélico e expressos como mg de EAG

(equivalentes de acido galico) por g de extrato.
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2.3 Teor de flavonoides totais

O conteudo de flavonoides foi determinado de acordo com o método de
Zhishen, Mengcheng e Jianming (1999). Uma aliquota (250 pL) do extrato
aguoso foi misturada com 1,25 mL de H20 e 75 uL de solugdo de NaNO:2 a 5%.
Apoés 6 min, foram adicionados 150 pL de solucéao de AICIz a 10%. Apds 5 min,
adicionou-se 0,5 mL de solucdo de NaOH 1 M e depois completou-se o volume
total até 2,5 mL com H20. Ap6s a mistura completa da solugéo, a absorbancia
foi determinada a 510 nm. Catequina foi utilizada para construir a curva padréo
(0,05-0,5 mg/mL; y = 0,79 x 0,048; r2 = 0,9997; y é a absorbancia; x é a
concentracdo da solucdo). Os resultados foram expressos como mg

equivalentes de catequina (EC)/g de extrato.

2.4 Teor de tanino condensado

Taninos condensados foram determinados de acordo com o método de
Julkunen-Titto (1985). Uma aliquota (50 uL) do extrato aquoso foi misturada com
1,5 mL de vanilina a 4% (preparada com MeOH) e, em seguida, 750 uL de HCI
concentrado foram adicionados. A solucéo foi incubada a temperatura ambiente
no escuro durante 20 min. A absorbancia foi lida a 500 nm. Catequina foi usada
para fazer a curva padrdo (0,05-1 mg/mL; y = 0,801x + 0,0555; r2 = 0,9992;y &
a absorbancia; x € a concentracdo da solucdo). Os resultados foram expressos

em mg de equivalentes de &cido tanico (AT)/g de extrato.

2.5 Teor total de saponina
O teor de saponina foi medido conforme descrito por Vuong et al. (2013).
A saponina foi utilizada como padrédo de referéncia com um teor de saponina

expresso em mg de saponina/g de extrato.

2.6 Atividade sequestradora de radicais DPPH*

A atividade antirradicalar foi determinada segundo a metodologia descrita
por Silva et al. (2006) com modificacdes. Neste método ocorre a doacdo de
hidrogénio para o radical DPPH* (coloragédo purpura) que se reduz formando o
DPPH-H (hidrazina) de coloracdo amarela. O extrato aquoso foi avaliado em

diferentes concentracgdes (1,73 mg/mL; 0,87 mg/mL; 0,35 mg/mL; 0,17 mg/mL).
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A solucéo de DPPH- foi preparada na concentracdo de 23,6 pg/mL em EtOH.
Uma aliquota de 25 pL de cada concentragao foi colocada em microplaca de 96
pocos, posteriormente, adicionou-se 200 pL de solucédo de DPPH®, usando como
branco EtOH. A microplaca foi colocada em leitor espectrofotdbmetro Elisa UV-
Vis a 490 nm, sendo realizadas leituras a cada 5 min dutante 30 min. Como
controle positivo foi empregado o acido ascoérbico. A porcentagem de DPPH
remanescente (% DPPHREM) foi calculada de acordo para Brand-Williams et al.

(1995), como se segue:

% DPPHREM = [DPPH]w/[DPPH]to X 100

onde T € o momento em que a absorbancia foi determinada (1 a 30 minutos) e
TO é a absorbancia inicial.

2.7 Espécie e coleta dos carrapatos

Os carrapatos da espécie D. nitens foram coletados manualmente de um
cavalo infestado, o qual estava livre de tratamento ha mais de 45 dias, em uma
propriedade situada no municipio de Jaboatdo dos Guararapes-PE. As fémeas
ingurgitadas foram acondicionadas em caixa plastica perfurada que favorecia a
ventilacdo para o transporte até o Laboratorio de Tecnologia de Bioativos da
Universidade Federal Rural de Pernambuco, Recife-PE. As fémeas foram
selecionadas de acordo com a sua integridade, motilidade e ingurgitamento
maximo. Em seguida, foram lavadas em &gua destilada, secas em papel
absorvente, separadas em grupos homogéneos de 10 fémeas cada um e

pesadas em balancga analitica.

2.8 Bioensaio carrapaticida frente a D. nitens

O bioensaio carrapaticida foi realizado de acordo com o teste de imersao
de adultos descrito por Drummond et al. (1973). O extrato do tegumento foi
avaliado nas concentracbes: 17,3 mg/mL, 3,46 mg/mL e 1,73 mg/mL. O
precipitado proteico nas concentrac¢des: 1,25 mg/mL; 0,625 mg/mL e 0,312
mg/mL. Além destes, também foi avaliado o sobrenadante acetdnico. Como

controle positivo foi utilizado Cipermetrina 15%, na dose recomendada pelo
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fabricante, e o controle negativo foi utilizado agua destilada. As fémeas
ingurgitadas foram imersas em 10 ml do respectivo tratamento durante 5
minutos, em seguida, foram secas em papel absorvente e colocadas em placas
de petri, mantidas a temperatura ambiente com umidade > 80%. Apos trés dias,
iniciou-se a postura dos ovos, a qual teve duracdo de 12 dias. Ao término da
postura, os ovos foram pesados e transferidos para tubos de vidro tampados
com algodao até a eclosdo dos ovos. Os tubos com os ovos foram mantidos nas
mesmas condi¢des descritas anteriormente. A eclosdo dos ovos iniciou apos 12
dias e no 17° dia, a porcentagem de ecloséo foi estimada, visualmente, com o
auxilio de um estereomicroscopio, através da comparacao do numero de ovos
nao eclodidos e a visualizacdo das larvas. Os dados obtidos foram utilizados
para calcular os seguintes parametros: indice de producdo de ovos (IPO) =
[(peso dos ovos / peso das fémeas) x 100] (Bennett, 1974); indice de eficiéncia
reprodutiva (IER) = [(peso do ovo (g) X % de eclosédo / peso da fémea (g)) x
20.000]; Eficacia de produto (EP) = [(IER grupo controle negativo - IER grupo
tratado / IER grupo controle negativo x 100)] (Drummond et al., 1973). Foi
considerada como eficacia das amostras o valor minimo de 95%, conforme

legislacéo para carrapaticidas no pais (Brasil, 1990).

3. Resultados e Discussoes

3.1 Analise fitoquimica do extrato aquoso do tegumento de sementes de D.
decaryi

Os resultados da analise fitoquimica sao relevantes para avaliar e
identificar grupos de metabdlitos secundarios, os quais podem apresentar
propriedades medicinais.

O extrato aquoso de D. decaryi indicou a presenca de diferentes grupos
de metabdlitos secundarios e alguns constituintes, sugerindo biodisponibilidade
de saponinas, taninos e flavonoides (Tabela 1), sendo observado o alto teor de
taninos (76,8g AT/g de extrato) presentes no extrato. Tal presenca também foi
confirmada através de coloracdo avermelhada da amostra, caracterizando a
presenca de taninos. A presenca dos constituintes quimicos referidos para esta

espécie permite inferir que futuras indicacdes para usos medicinais poderao ser



73

descritas na literatura. Estudos fitoquimicos de plantas da familia Arecaceae sao
encontrados na literatura. Por exemplo, a analise fitoquimica do extrato da polpa
de Cocos nucifera revelou a presenca de terpendides, taninos, esteroides e
glicosideos; a atividade antimalérica confirmou a aplicacdo do coco na medicina
popular no tratamento da maléria tem base na sua composi¢do farmacoldgica
(Al-Adhroeya et al., 2011). Silva et al. (2017) caracterizaram a polpa de acai
(palmeira tropical Euterpe oleracea) em relacdo a composicao nutricional e
funcional, através da quantificacdo de compostos fendlicos totais, antocianinas
totais e determinacao da capacidade antioxidante total. Estes autores ralataram
gue a polpa de acai apresentou elevado contetdo de compostos fendlicos totais
(346,14 mg de AGE/100g) e antocianinas totais (73,54 mg/100g), podendo ser
considerada fonte destes fitoquimicos.

A escassez de resultados frente ao uso das sementes de D. decaryi,
vislumbra uma possivel ferramenta biotecnolégica na area medicinal através do

uso dessa espécie, ainda pouco estudada na comunidade cientifica.

Tabela 1. Conteudo de fendlicos, flavondides, taninos e saponinas em extrato
aguoso de Dypsis decaryi

Conteudo
Fendis Totais  Flavonoides Taninos )
) Saponinas
EXTRATO mg EAG/g Totais condensados _
mg Saponina/g
AQUOSO extrato mg EC/g extrato mg TA/g extrato

164.04 +0.08 21.33+0.32 76.08 + 0.02 1.08 + 0.02

3.2 Atividade sequestradora de radicais DPPH

O DPPH é um método rapido, pratico e com boa estabilidade, aplicado
para determinar a capacidade antioxidante de um composto em sequestrar
radicais livres (Sucupira et al., 2012). O extrato aguoso do tegumento das
sementes de D. decaryi, avaliado em diferentes concentracdes, apresentou
capacidade do consumo de DPPH, tendo em vista as alteracdes da coloracéo e
das reduzidas absorbancias em relagéo ao controle negativo.

O comportamento cinético da reacdo do DPPH com as diferentes
concentracdes do extrato é mostrado na Figura 2, o qual pode ser observado
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pela curva de dose-resposta em relacdo ao decréscimo da porcentagem
remanescente de DPPH (% DPPHREM) em funcdo do tempo (min). As trés
concentracbes maiores (1,73 mg/mL; 0,87 mg/mL e 0,35 mg/mL) atigiram o
consumo méximo com dois minutos da reacgéo, e o decaimento do DPPH foi se
estabilizando rapidamente. A maior concentracdo do extrato (1,73 mg/mL)
sequestrou em torno de 100% do radical com dois minutos da reacédo. Na menor
concentracéo, praticamente ndo houve sequestro de DPPH.

A atividade antioxidante de extratos vegetais tem sido atribuida a
compostos fitoquimicos como os flavonoides e as saponinas (Nascimento et al.,
2011). Os flavondides atrairam grande interesse como potenciais agentes
terapéuticos contra uma ampla variedade de doencas, a maioria das quais
envolve danos causados pelo excesso de radicais livres (Costa et al., 2015).

A polpa do acai além de apresentar elevado conteddo de compostos
fendlicos totais e antocianinas, a analise da capacidade antioxidante mostrou
gue a acédo anti radical livre deste produto é maior em relacéo a outros tipos de
frutas abundantes na regido amazébnica (Silva et al.,, 2017). Os extratos
metandlicos dos frutos das palmeiras “babacgu” (Orbignia speciose) e “buriti”
(Mauritia flexuosa) apresentaram compostos fenolicos, como flavonoides e
atividades antioxidantes significativas, demonstrando ques tais frutos séo fontes
de substancias antioxidantes que podem ser Uteis no desenvolvimento de novos
produtos para prevenir doencas associadas ao estresse oxidativo (Nobre et al.,
2018).

O extrato aquoso do tegumento da semente de D. decaryi também
apresentou altas concentracdes de compostos fendlicos e taninos condensados,
0 que nos permite inferir que a atividade sequestradora de DPPH encontrada

neste extrato pode estar relacionada a presenca destes compostos.
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Figura 1. Efeito de diferentes concentracdes do extrato aquoso na %DPPH

remanescente em fungéao do tempo.

3.3 Bioensaio carrapaticida do extrato e precipitado proteico frente ao
carrapato D. nitens

A Tabela 2 mostra os resultados do bioensaio carrapaticida do extrato
aguoso, precipitado proteico e sobrenadante cetbnico. O controle positivo
Cipermetrina 15%, embora recomendado para o controle de D. nitens, foi
ineficiente, pois, 0s carrapatos apresentaram resisténcia de 98,81% a este
carrapaticida. O extrato bruto também ndo foi eficiente e os carrapatos
apresentaram 100% de resisténcia as concentracfes mais elevadas do extrato.
A concentracéo 3,46 mg/ml do extrato apresentou 19,23% de eficiéncia, embora
baixa, foi superior ao cipermetrina com 1,19% de eficiéncia.

Em relacéo ao precipitado proteico, a concentragao de 1,25 mg/ml obteve
maior eficiéncia com 71,65%. Um carrapaticida para ser eficaz deve apresentar
eficiéncia >95%, no entanto, a eficiéncia de 71,65% apresentada pela
concentracdo de 1,25 mg/ml de proteinas é satisfatoria, considerando a sua
fonte natural e a baixa concentragdo, por isso, concentracdes maiores de
proteinas obtidas a partir do extrato do tegumento de sementes de D. decaryi
podem ser avaliadas no intuito de aumentar esta eficiéncia.

O sobrenadante cetdnico foi avaliado, pois 0 mesmo concentrou 0s

demais metabolitos presentes no extrato aquoso do tegumento das sementes de
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D. decaryi. Este sobrenadante cetbnico apresentou 38,62% de eficiéncia. Em
suma, estes resultados sugerem que a atividade presente no extrato a 3,46
mg/ml deve-se em parte pela presenca de proteinas, pois a eficiéncia aumentou
quando estas proteinas foram concentradas na precipitacdo com acetona. Na
Figura 2, pode-se observar o efeito do precipitado proteico a 1,25 mg/ml na
eclodibilidade das larvas apresentando ovos nao eclodidos, em comparagcao ao
controle negativo e Cipermetrina 15% quase que totalmente eclodidos.

Extratos de diversas plantas foram avaliados quanto a atividade
carrapaticida, por exemplo, os extratos obtidos com hexano, acetato de etila e
etanol das folhas de Ocotea aciphylla foram investigados por meio de testes de
imersdo com fémeas ingurgitadas Rhipicephalus (Boophilus) microplus e larvas.
Todos os extratos mostraram-se eficazes contra os diferentes estagios do
carrapato, no entanto, o extrato etandlico na concentracdo mais alta (50 mg/mL)
foi 0 mais ativo (mais de 90% de eficacia em ambos os ensaios) (Conceicao et
al., 2017).

A atividade carrapaticida do extrato metandlico de Acmella oleracea e
spilanthol foi avaliada frente a fémeas ingurgitadas e larvas de R. (Boophilus)
microplus e a larvas de D. nitens. O extrato metandlico de A. oleracea e as
fracbes de spilanthol demonstraram eficacia in vitro contra larvas e fémeas
ingurgitadas de R. (Boophilus) microplus e larvas de D. nitens, demonstrando o
potencial dessa planta no controle de carrapatos (Cruz et al., 2016).

O extrato proteico de proteinas de defesa induzidas por injurias obtido de
folhas de Leucaena leucocephala foi avaliado quanto ao seu potencial para de
controle de carrapatos, através do teste em fémeas ingurgitadas de R. (B.)
microplus, apresentou eficacia de 56,3%. Os autores relacionaram o efeito
carrapaticida do extrato proteico obtido de folhas injuriadas a alta atividade
protedsica presente no extrato (Wanderley et al., 2017).

Os resultados obtidos neste trabalho, juntamente com os encontados na
literatura, demonstram a potencialidade de produtos naturais de origem vegetal
para o controle alternativo de carrapatos, no entanto, pesquisas futuras devem

ser conduzidas para de fato sugerir a utilizacéo destes produtos.



77

Tabela 2. Atividade carrapaticida do extrato aquoso do tegumento das sementes

de D. decaryi, precipitado protéico e sobrenadante cetdnico frente ao carrapato

D. nitens.
Amostras Producdo de Eficiénciado Resisténcia

ovos (%) produto (%) (%)

Controle (-) 41,49

Cipermetrina 15% 42,47 1,19 98,81

Extrato (17,3 mg/mL) 53,29 0,00 100

Extrato (3,46 mg/mL) 50,55 0,00 100

Extrato (1,73 mg/mL) 33,49 19,23 80,77

Precipitado proteico 1,25 mg 40,52 71,65 28,35

Precipitado proteico 0,625 mg 51,80 0,00 100

Precipitado proteico 0,312 mg 47,05 0,00 100

Sobrenadante cetbnico 43,60 38,62 61,38

B - ey
Figura 2. Eclodibilidade de larvas de D. nitens. (A) Controle negativo (91,18% de

eclosao); (B) Cipermetrina 15% (88,00% de ecloséo); (C) Precipitado proteico
1,25 mg/ml (26,47% de eclosao).
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Concluséo

Este trabalho trata-se do primeiro relato sobre compostos fitoquimicos
presentes em sementes de D. decaryi, no qual observamos a presenca de
compostos fendlicos, flavonoides, taninos condensados e saponinas, onde foi
detectado o seu potencial sequestrador de radical DPPH, além da atividade
carrapaticida frente a D. nitens, demonstrando que D. decaryi apresenta
potencial para aplicacbes na medicina humana e animal.
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CONCLUSAO GERAL

Os resultados obtidos nesta tese mostraram a purificacdo e
caracterizacao de uma nova lectina de sementes de Dypsis decaryi (DdelL). DdeL
€ uma lectina termoresistente, com atividade bacteriostatica a bactérias
patogénicas, antifungica a patdgenos de humanos e que ndo apresentou efeitos
citotoxicos, sendo uma proteina com potencial para aplicacdes biotecnolégicas.
Além disso, a presente tese apresenta a composicao fitoquimica do extrato
aguoso do tegumento das sementes de D. decaryi, onde foi detectada a
presenca de compostos fendlicos, taninos e saponinas, substancias que podem
estd relacionada ao potencial antioxidante detectado através da atividade
sequestradora do radical DPPH. A atividade carrapaticida do extrato, precipitado
proteico e sobrenadante cetbnico foi observada frente ao carrapato D. nitens,
onde o precipitado proteico apresentou eficiéncia no controle deste ectoparasita.
Estes resultado demonstram o potencial biotecnol6gico do uso dessa espécie,

ainda pouco estudada na comunidade cientifica, na medicina humana e animal.



