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RESUMO

Lectinas sdo proteinas capazes de formar ligacdo com carboidratos de forma reversivel. Os
anticorpos ou imunoglobulinas (Ig) também de origem proteica, sdo gerados pelo sistema
imune, e possuem elevado padrdo de especificidade aos antigenos. Quando purificados e
imobilizados servem como reagentes em diagndsticos de contaminantes quimicos e
bioldgicos, além disso quando desenvolvidos contra lectinas sdo capazes de reconhecer
proteinas homdlogas. Este trabalho teve como objetivo empregar um protocolo simplificado
para a purificacdo da lectina coagulante de sementes de Moringa oleifera (cMoL), avaliar seu
potencial antimicrobiano bem como desenvolver anticorpo contra a lectina. A caracterizagdo
parcial foi efetuada através de eletroforeses para proteinas nativas, bem como eletroforese
contendo sulfato sédico de dodecila (SDS-PAGE) na presenca de agente redutor. A
purificacdo de cMoL com gel de guar produzido pelo protocolo desenvolvido neste trabalho
foi eficiente; a atividade hemaglutinante especifica (AHE) da lectina foi de 2.500. De acordo
com a eletroforese a proteina purificada é basica e possui 0 mesmo padrdo de massa
molecular da cMoL anteriormente obtida por gel de guar utilizando protocolo previamente
descrito. Também foram realizados os seguintes testes de atividade bioldgica: ensaio
hemolitico com o extrato, fracdo e a lectina purificada da M. oleifera, preparacdes que nao
apresentaram hemolise das hemécias em todas as concentragfes testadas; um ensaio de
atividade antibacteriana, com a lectina purificada no qual em concentracdo de 10 mg/mL,
houve inibi¢do do crescimento das espécies Enterococcus faecalis, Escherichia coli, Serratia
sp. e Bacillus subtilis, ndo houve resultado com a espécie Proteus mirabilis; e efeito
bactericida ndo foi observado para nenhuma linhagem. cMoL inibiu as espécies
leveduriformes Candida albicans, C. krusei, C. tropicales e C. glabrata; efeito fungicida foi
detectado nas espécies C. albicans e C. tropicales. Um anticorpo policlonal contra a lectina
foi desenvolvido e poderd ap6s purificacdo ser caracterizado e aplicado a imunoensaios.
Conclusivamente, a metodologia utilizada podera servir como base para futuras aplicacdes de
cMoL purificada a homogeneidade. A lectina ndo promove efeito hemolitico em eritrécitos
humanos do sangue tipo O. Os ensaios antimicrobianos revelaram maior toxicidade para os
fungos comparados as bactérias. Os resultados da imunodifusdo foram positivos na segunda
inoculagdo ocorrendo precipitacdo entre 1gG, extrato e lectina demonstrando que cMoL é

imunogénica.

Palavras chave: Moringa oleifera. cMoL. Atividade Antimicrobiana. 1gG anti-cMoL.



ABSTRACT

Lectins are proteins that can form carbohydrate binding reversibly. Antibodies or
immunoglobulins (Ig) also of protein origin, are generated by the immune system, and have a
high specificity to the antigens. When purified and immobilized they serve as reagents in
diagnostics of chemical and biological contaminants, furthermore when developed against
lectins they are able to recognize homologous proteins. The objective of this work was to
employ a simplified protocol for the purification of Moringa oleifera seed coagulant lectin
(cMoL), to evaluate its antimicrobial potential as well as to develop antibody against the
lectin. Partial characterization was performed by electrophoresis for native proteins, as well as
sodium dodecyl sulphate electrophoresis (SDS-PAGE) in the presence of reducing agent. The
purification of cMoL with guar gel produced by the protocol developed in this work was
efficient; The specific hemagglutinating activity (AHE) of the lectin was 2,500. According to
the electrophoresis the purified protein is basic and has the same molecular mass standard of
cMoL previously obtained by guar gel using protocol previously described. The following
biological activity tests were also performed: hemolytic assay with extract, fraction and
purified lectin of M. oleifera, in which all preparations did not show red cell hemolysis at all
concentrations tested, an antibacterial activity assay with Purified lectin in which at a
concentration of 10 mg / mL, inhibition of the growth of the species Enterococcus faecalis,
Escherichia coli, Serratia sp. And Bacillus subtilis, there was no result with the species
Proteus mirabilis; A bactericidal effect was not observed for any one lineage. CMoL inhibited
yeast species Candida albicans, C. krusei, C. tropicales and C. glabrata; Fungicidal effect
was detected in C. albicans and C. tropicales species. A polyclonal antibody against the lectin
has been developed and may after purification be characterized and applied to immunoassays.
Conclusion, the methodology used may serve as a basis for future applications of purified
cMoL to homogeneity. The lectin does not promote hemolytic effect in human erythrocytes of
type O blood. The antimicrobial assays revealed greater toxicity to fungi compared to
bacteria. The immunodiffusion results were positive for second inoculation with precipitation

occurring between 1gG, extract and lectin demonstrating that cMoL is immunogenic.

Key words: Moringa oleifera. cMoL. Antimicrobial Activity. Anti-cMoL 1gG.
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1 INTRODUCAO

Desde a antiguidade, extratos e fitoquimicos das plantas tém sido utilizados com fins
na medicina, devido & capacidade de producdo de substdncias antibidticas. Paises em
desenvolvimento sdo os principais dependentes desses compostos, sendo eles: alcaldides, bem
como substancias fendlicas e polifenois, que sdo fendis simples, acidos fendlicos, quinonas,
flavonas, flavondis e flavondides, tanino, cumarinas, lectinas e polipeptideos (GONCALVES
et al., 2005).

Moringa oleifera Lam. é uma planta que possui componentes com propriedades
curativas, sendo seus compostos utilizados para os mais diversos fins, como por exemplo, no
tratamento de disturbios nervosos (HANNAN et al., 2014) e como antioxidante (SANTOS et
al., 2012). Além disso a planta também é rica em nutrientes e tem sido utilizada no combate a
fome em regides com populagdes com elevado indice de desnutricdo como a Africa, Asia,
América Latina e Caribe (ANWAR et al., 2007). No semi-arido nordestino tem sido bastante
utilizada por ser uma espécie de baixo custo de producdo, com boa adaptacdo a climas
diversos sendo bastante utilizada no tratamento da agua para o consumo da populagdo,
removendo impurezas (SANTOS et al., 2015).

Essas propriedades especificas encontradas em suas sementes sdo decorrentes, entre
outros constituintes, da presenca de proteinas coagulantes, tais como, a lectina coagulante de
sementes de M. oleifera (cMoL), que remove a turbidez da agua tratando e tornando-a util
para 0 consumo das populacdes (SANTOS et al., 2009). A lectina é composta por
subunidades de 26,5 e 14,9 kDa, tratando-se de uma proteina de natureza catibnica, que
reconhece carboidratos de forma especifica e reversivel; seu isolamento ocorre por extracdo
salina seguida de cromatografia em gel de guar; a caracterizagdo de sua homogeneidade

ocorre por eletroforese (SANTOS et al., 2013).
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Os anticorpos ou imunoglobulinas (1g) sdo proteinas que também apresentam dominio
de reconhecimento de moléculas, esse grupo possui forma estruturalmente semelhante a uma
molécula em formato de Y constituida por duas cadeias leves e duas cadeias pesadas de
polipeptidios, onde na regido proxima ao topo dessa estrutura ocorre a existéncia de diferentes
aminodacidos que determinam sua especificidade ao antigeno. Sdo produzidos por células de
defesa do sistema imune, linfocitos B e classificadas em cinco principais classes de acordo
com a especificidade: IgA, IgE, IgG, IgM e IgD. Podem ser policlonais, clones de varios
linfocitos B, com epitopos diferentes para diversos antigenos ou monoclonais, com apenas um
local especifico de ligacdo (GIL et al., 1999).

Os anticorpos constituem a base para realizacdo de imunoensaios e esses testes tém
sido bastante utilizados para analise quimica em diversos setores, como por exemplo na
criagdo de imunossensores. Também sdo utilizados como métodos diagndsticos no combate
de doengas (LUNA, et al.,2015), entre outros métodos diagnosticos, como por exemplo
imunoprecipitagdo, métodos enzimaticos, sistemas de injecdo em fluxo acoplados a
imunoensaios, cromatografia por imunoafinidade e estdo ganhando cada vez mais destaque
por serem altamente especificos e seletivos (GIL et al.,1999).

Este trabalho teve como objetivo empregar um protocolo simplificado para purificacdo
da lectina coagulante de semente de M. oleifera (cMoL) e avaliar o potencial antimicrobiano
dessa proteina contra bactérias e fungos patogénicos. Igualmente, desenvolver anticorpo

contra a lectina que podera ser util em avaliagdes imunologicas.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 Moringa oleifera

Moringa oleifera Lamark é uma espécie nativa da india amplamente distribuida pelos
continentes mundiais, sendo observado seu cultivo na Nigéria, Senegal, Tanzania,
Afeganistdo, Indonésia, Paquistdo, Bangladesh, llhas do Pacifico, Caribe, e também no
Nordeste Brasileiro (SANTOS et al.,, 2015). Esta planta possui boa adaptagédo a climas
extremamente secos, sobrevivendo em regides pobres em nutrientes e escassez de umidade;
suas sementes quando submetidas a um déficit hidrico aumentam a capacidade de toleréncia a
seca (MACCONNACHIE et al., 1999; RIVA et al., 2013).

Apresenta-se inicialmente como uma pequena arvore chegando a alcancar 12 metros,
esta planta tropical é uma das quatorze espécies da familia das Moringaceae, ordem
Papaverales, por sua caracterizagdo morfologica possui um tronco estreito, copa aberta tipo
sombrinha, o fruto quando maduro é seco, tipo capsula trilobada, deiscente e no interior
encontram-se as sementes (Figural A), estas apresentam-se aladas e globosas, oleaginosas e
cotilédones (Figural B); as flores agrupam-se por inflorescéncia do tipo cimosa (Figural C)
suas folhas sdo bipenadas com sete foliolos (Figural D) (RAMOS et al., 2010; GUALBERTO
et al., 2014).

Possui elevado valor nutricional e a distribuicdo de macro e micronutrientes é feita de
forma diferente na planta variando no tecido em que se encontra. Passos e colaboradores
(2012), relatam em sua pesquisa a composi¢do quimica da planta, distribuida da seguinte
forma: carboidrato (11,63 a 71,84%), proteinas (1,44 a 23,29%) e lipideos (0,49 a 17,37%),
com elevado teor de nutrientes na moringa seca, como também em suas sementes, no qual

apresenta 177,13mg de acido ascdrbico/100g de vitamina C encontrados na semente in natura.
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Figura 1 - Aspectos de M. oleifera: A, frutos; B, sementes; C, Flores;D, Folhas

Fonte: http://ideiaweb.org/?p=1462

Essa arvore de grande importancia econdmica tem se destacado mundialmente, pois
seus tecidos assim como 0s componentes quimicos, possuem aplicacdes em diversas areas
como por exemplo, artesanato, producdo de biodiesel (FERNANDES et al., 2015), nos
processos de coagulagdo removendo impurezas (MUNIZ et al., 2015), entre outras utilidades
como alimentagdo animal e também para dieta humana (SANTOS et al.,, 2015). Suas
sementes possuem substancias com propriedades coagulantes, muito utilizadas nos processos
de tratamento de aguas turvas em substituicdo ao sal de aluminio (OKUDA et al., 2001); estas
também produzem 6leos com aplica¢fes para industria de cosmético, a farinha das folhas de
Moringa oleifera tém sido relatadas como uma rica fonte de nutrientes muito utilizada na
alimentacdo humana, principalmente por populacdes carentes (ANWAR et al., 2007), sendo
as folhas altamente ricas em vitamina C, célcio, vitamina A, superando as demais fontes
destes compostos (HSU et al 2006).

A espécie também é utilizada na medicina no tratamento de diversas doengas, por

possuir compostos com atividade biolégicas com véarias propriedades, sendo estas:
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antimicrobiana, antitripanossoma, hipotensora, anti-Ulcera, hipocolesterolémico, anti-
espasmodico, antioxidante, anti-inflamatéria e anti-cancro (SREELATHA et al 2011;
AWODELE et al.,, 2012; SATISH et al.; 2013; TILOKE et al., VONGSAK et al., 2013;

CHUTURGOON et al., 2013., HANNAN et al., 2014).

2.2 Lectinas

2.2.1 Generalidades

Lectinas sdo moléculas de reconhecimento, que se ligam a carboidratos especificos de
modo reversivel, ndo possui origem no sistema imune e que aglutinam células e precipitam
glicoconjugados, (PNEUMANS; VAN DAMME, 1995; SANTOS et al.,2009). Essas
proteinas sdo encontradas em todos 0s organismos como por exemplo microrganismos
(FRANCIS, 2011) plantas (SILVA, 2009) e animais (NUNES et al.,2011).

Foram inicialmente descritas como hemaglutininas ou fitohemaglutininas, devido a
origem de sua descoberta ter sido de extratos de plantas e também pela capacidade de
aglutinar células sanguineas. Sua descoberta ocorreu quando Stillmark em 1888 realizou
estudos sobre a toxicidade da &rvore de ricino (Ricinus communis) ficando esta aglutinina
conhecida como ricina, posteriormente 0 mesmo pesquisador concluiu que a molécula
estudada seria uma proteina (CORREIA et al., 1995). Em seguida Hellin (1889) observou em
seus estudos que extratos do feijdo Jequiriti (ervilha do rosario) também era capaz de aglutinar
células sendo esta molécula chamada abrina; devido a habilidade de aglutinar células e
inativar ribossomos, abrina e ricina foram utilizadas como modelos antigeno em estudos
imunolégicos (SHARON, 2004). Boyd e Shapleigh em 1954, utilizou a palavra latina "lectus”

de significado selecionar para classificar proteinas com caracteristicas semelhantes no
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reconhecimento, selecdo e interagdo com carboidratos. Sharon e Lis (1972) incluiu em sua
classificacdo todas as proteinas de fontes diversas capazes formar ligagdes com carboidratos
sendo ou ndo especifico para o eritrocito. A partir do extrato de Canavalia ensiformis foi
obtida a primeira lectina pura, chamada concavalina A (Con A); que em pesquisas posteriores
foi relatada a sua aglutinagdo preferencial por células malignas, iniciando assim estudos de
aplicagdes com lectinas (CORREIA et al., 1995; INBAR; SACHES, 1969)

O papel bioldgico das lectinas € determinado pela sua especificidade ao carboidrato
porém outros locais de interagdo da lectina sdo também importantes e participam desta
propriedade como o sitios de interagdo hidrofébica e de interagdo com CHO. Sua
diferenciacdo ocorre pela composicdo do aminoacido, interacdo com ions metalicos, estrutura
tridimensional e peso molecular, assim como sdo diferentes de outras moléculas ligadoras de
carboidratos pela capacidade de aglutinagdo celular e dos anticorpos por sua origem n&o
imune (SANTOS et al., 2014).

A sua deteccdo ocorre por ensaios de hemaglutinagéo (AH) figura 1la seguido de testes
de inibicdo por carboidratos, figura 2b (CORREIA et al., 2008), no teste de hemaglutinacdo
ocorre a ligagdo da lectina em sitios especificos aos carboidratos na superficie de eritrocitos
(BUTERA et al., 2007).

Figura 2 - Atividade de hemaglutinacédo e Inibicdo por carboidratos

a Erythrocyte

Lectin binding to
specific
rarhnhvdrate

Hemmagglutination net

Fonte: SANTOS et al., 2013
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2.2.2 Lectinas de semente de Moringa oleifera

Nas sementes de Moringa oleifera podemos encontrar lectinas com diferentes
atividades bioldgicas, entre elas a WSMoL. Essa lectina solivel em &gua, foi descrita
primeiramente por SANTOS e colaboradores (2005), mostrando atividade principal por
celulas de coelho, o seu isolamento foi feito por cromatografia em quitina e a sequéncia N-
terminal foi determinada (QAVQLTHQQQGQVGPQQVR) (COELHO et al., 2009), MoL
purificada por Katre e colaboradores (2008) tratando-se de uma proteina de natureza catidnica
formada estruturalmente porpolipeptidios com subunidades de 7,1 kDa na presenca do agente
redutor 2-mercaptoetanol,e duas bandas de 13,1 e 27,1 kDa na auséncia do mesmo, 0 Seu
isolamento foi efetuado por um trocador i6nico do tipo DEAE-Celulose e CM-Sephadex
(KATRE et al., 2008).

Santos e colaboradores (2009), revelaram a presenga de uma lectina coagulante de
semente de M.oleifera (cMoL); essa proteina basica, mostrou estabilidade em pH entre 4,0-9,0
e termo resisténcia a 100°C durante 7 h. Seu isolamento foi realizado por cromatografia de
afinidade utilizando em sua matriz o gel de guar, a presenca dos fons Mg?*, Ca** e K*
aumentou a AH e pelo resultado da eletroforese sob condi¢Ges desnaturantes ficou evidente
uma Unica banda de 26,5 kDa e em condi¢cdes reduzidas com o agente redutor [-
mercaptoetanol duas subunidades de 26,5 e 14,9 kDa. LUZ e colaboradores (2013),
caracterizaram estruturalmente a lectina cMoL e também seu efeito sobre parametros
hemostaticos, revelando como uma proteina composta por 101 aminoéacidos, apresentando
81% de similaridade com a lectina floculante de M. oleifera (MoL), e em seus resultados ela

também agiu como uma proteina anticoagulante nos testes in vitro.

2.2.3 Purificagéo e caracterizacao
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A purificacdo € um processo fundamental para entendermos a estrutura e atividade
bioldgica da lectina sendo esta feita por diferentes estratégias; a etapa inicial da purificacdo
consiste em extracdo por solugfes aquosas, salinas e tampdes, seguido de fracionamento com
o sal sulfato de aménio, ocorrendo precipitacdo das proteinas e em seguida serd feita a dialise,
preparando as amostras para os processos cromatograficos (SANTOS et al.,, 2013). A
quantificacdo de proteinas nas amostras pode ser feita por métodos colorimétricos; para o
método de Lowry € utilizado o reagente de Folin e a reacdo acontece pela oxidacdo dos sais
de cobre com o anel aromatico do aminoécido (LOWRY, 1951); no ensaio de Bradford
ocorrerd a ligacdo da proteina com o corante Azul Brilhante de Coomassie G-250, sendo
monitorada a mudanca da coloragcdo a partir de um comprimento de onda de 595nm
(BRADFORD, 1976).

Os processos cromatograficos baseiam-se na separagdo de contaminantes em uma
mistura na qual esta serd dissolvida em fase mdvel e transportada através de uma fase
estacionaria, podendo também separar formas desnaturadas e nativas da proteina (COELHO
et al., 2012). Entre as técnicas mais utilizadas podemos citar a cromatografia de afinidade para
obtencéo alto padrdo de purificagdo. A ligacdo com carboidratos ocorre de maneira especifica
e reversivel, pela interacdo desta com a fase solida, sendo utilizadas diferentes matrizes como
por exemplo quitina, agarose, gel de guar (COELHO et al., 2009; SANTOS et al., 2009;
SOUSA et al., 2011; COELHO et al., 2012).

Outro método também utilizado na purificacdo de proteinas é a cromatografia por
troca idnica, na qual ocorre adsorcdo das moléculas na matriz de acordo com a carga. Esse
processo é feito por trocadores como por exemplo, DEAE-celulose responsaveis pela
purificacdo de moléculas (KATRE, 2008), sendo estes do tipo DEAE-50 (BHOWAL et al.,
2005), CM-celulose (ARAUJO et al., 2012) e CM Sephadex (KATRE et al.,2008).

Proteinas também podem ser separadas de acordo com o tamanho molecular por
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cromatografia de exclusdo molecular (gel filtracdo). Nessa técnica a proteina é filtrada através
dos poros de matrizes inertes, sendo esta gradualmente separada pelo tamanho molecular
(KENNEDY et al., 1995); sdo utilizadas como matrizes de excluséo para purificacdo de
proteinas Sephadex G-100 (COSTA et al., 2010), e Sephacryl S200 (SHAO et al., 2011).

A caracterizacdo das lectinas pode ser realizada por eletroforese, esse método baseia-
se na migracdo de particulas carregadas, influenciadas por um campo elétrico, sendo 0til na
avaliagdo do grau de pureza de estruturas moleculares, a eletroforese contendo sulfato sédico
dedodecila SDS-PAGE revela formas moleculares desnaturadas, na presenca do agente

redutor (B-mercaptoetanol) mostra a composicédo de subunidades (PAJIC et al.,2002).

2.2.4 Aplicagdes biotecnoldgicas e atividades biologicas

Devido a sua capacidade de reconhecimento de moléculas diferentes, as lectinas sdo
utilizadas na distingdo da tipagem sanguinea, como agentes mitogénicos, para explorar
superficies celulares, em estudos citoquimicos e histoquimicos (CORREIA et al., 1995),
também sdo importantes ferramentas em areas de pesquisa, como por exemplo, como controle
biolégico (ALBUQUERQUE et al., 2012), controle de fitopatdgeno (SA et al.,2009), e possui
diversas atividades bioldgicas entre as quais podemos exemplificar: antimicrobiana (SUN et
al., 2008), antitumoral (QUIROGA et al., 2015), acdo coagulante (SANTOS et al., 2009) e

inseticida (COELHO et al., 2009; DE OLIVEIRA et al., 2011).

2.2 5Atividade antimicrobiana

O uso indevido de antibi6ticos de origem sintética tem aumentado a populagdo de

microrganismos resistentes, fazendo-se necessaria a busca por novos compostos com
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atividade antimicrobiana (RAMOS et al., 2014). Nesse sentido lectinas podem ser utilizadas
para tal finalidade devido a sua capacidade em interagir com moléculas glicidicas expostas na
parede celular de bactérias e fungos inibindo o crescimento e causando a morte bacteriana
(GOMES et al., 2014); também podem ser aplicadas na analise de bactérias Gram- positivas e
Gram- negativas patogénicas, devido a sua especificidade a carboidratos diversos como acido
teicoico, peptidoglicano e lipopolissacarideos (CORREIA et al., 2008).

Estudos demonstram atividades antibacterianas em lectinas de plantas; Ferreira e
colaboradores (2011) testaram atividades antibacterianas em lectina de sementes de M.
oleifera solivel em agua (WSMoL); a lectina inibiu o crescimento de Escherichia coli. A
atividade bacteriana de lectinas isoladas do feijao da praia Canavalia maritima (ConM e
ConM 1) foi avaliada por Farias (2013) que verificou ndo haver crescimento das linhagens
bacterianas na presenca das lectinas, revelando sensibilidade para Escherichia coli,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus. No mesmo trabalho também foram
testados o potencial antifingico das lectinas ConM e ConMII testadas nas espécies de
leveduras Candida albicans, C. Tropicalis e C. neoformans. Foi evidenciada uma maior
inibicdo de C. neoformans pela lectina ConM, do que a lectina ConMII; entretanto n&o houve
inibicdo do crescimento em nenhuma das duas lectinas pelas espécies C. Albicans e C.

tropicalis.

2.3 Anticorpos

Outra classe protéica de suma importancia no reconhecimento de moléculas bioldgicas
sdo os anticorpos (Figura 3), os quais sdo originados do sistema imune pela ativagdo de
células de defesa (linfocitos B), e possuem a capacidade de ligar-se de maneira reversivel e

com ampla afinidade a sitios especificos da molécula alvo (YONG et al.,, 1995); sdo
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constituidos por polipeptidios, estruturalmente formados por duas cadeias leves e duas
pesadas, unidas entre si por pontes dissulfeto (BENJAMINI et al., 1988).

Figura 3 - Estrutura geral de um anticorpo
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Fonte: LENZ, 2004

2.3.1 Producéo de anticorpos a partir de lectinas imunogénicas

Apesar da importancia da producdo de anticorpos em varios ramos da ciéncia, poucos
trabalhos foram publicados relacionados a purificacdo e desenvolvimento de anticorpos
policlonais contra lectinas de plantas. Ashford e colaboradores (1982), produziram antissoro
contra lectina da batata; o anticorpo produzido contra essa proteina gerou reacfes cruzadas
com lectinas de Datura stramonium e do tomate (Lycopersicon esculentum). Hankins e
colaboradores (1979) também obtiveram em seus resultados reacGes cruzadas do antissoro
gerado contra a lectina de B. purpurea contra outras lectinas, em ensaios de imunodifusdes.
Carlini e colaboradores (1987) demonstraram em seus resultados, também por imunodifusédo,
que as IgG geradas contra a lectina e a toxina de C. ensiformis, mostraram uma maior
homologia entre a toxina. Correia e colaboradores (1995) purificaram isoformas de lectinas de
sementes de Cratylia mollis, especifica para manose e desenvolveram um anticorpo contra a

isoformal (ISO1), mostrando atividade de conjugacdo em imunoensaio. Nesse estudo sdo
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referidas algumas aplicacdes da isoforma, entre as quais explorar superficies celulares, avaliar
homologia entre espécies de lectinas iguais ou diferentes e também servir como matriz de
afinidade para purificar glicoproteinas. Haver (2002) desenvolveu, purificou, imobilizou e
caracterizou por eletroquimica um anticorpo antilectina de folha de Bauhinia monandra; em
um de seus resultados ocorreu imunoprecitacdo de IgGanti-BmoLL com extrato de outros
tecidos de B.monandra; também foram reveladas outras formas moleculares da lectina. Santos
(2013), produziu anticorpos policlonais para determinagéo de isoflavonas em leguminosas;
nesse ensaio foi observado que das 42 leguminosas testadas, utilizando anticorpos policlonais

e PTA-ELISA, todas apresentaram resultados positivos para isoflavonas.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

v" Purificar e caracterizar cMoL avaliando sua atividade imunogeénica.

3.2 Objetivos Especificos

v' Purificar cMol utilizando cromatografia de afinidade através de novos protocolos;

v Avaliar atividades biolégicas de cMoL (antimicrobiana e hemolitica);

v" Desenvolver antissoro de coelho contra cMoL;

v’ Caracterizar 1gG anti-cMol através de imunodifusao.
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DESENVOLVIMENTO DE IgG ANTI-cMoL
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RESUMO

O presente trabalho empregou uma metodologia simplificada para producéo do gel de guar
0 qual constitui a matriz de afinidade para purificacdo da lectina coagulante de sementes de
Moringa oleifera (cMoL). A caracterizacdo parcial da lectina foi efetuada através de
eletroforeses para proteinas nativas basicas ou acidas, bem como eletroforese contendo sulfato
sodico de dodecila (SDS). A purificacdo de cMoL com gel de guar produzido pelo protocolo
descrito foi eficiente; a atividade hemaglutinante especifica da lectina (AHE) foi de 2.500. De
acordo com a eletroforese a proteina purificada é basica e possui 0 mesmo padrdo de massa
molecular da cMoL anteriormente descrita. Também foi realizado um ensaio de atividade
antibacteriana, no qual, houve inibigdo do crescimento das espécies Enterococcus faecalis,

Escherichia coli, Serratia sp., Bacillus subtilis e a espécie Proteus mirabilis. Também foi
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testado o potencial de inibicdo de cMoL para as espécies leveduriformes Candida albicans, C.
krusei, C. tropicales e C. glabrata, no qual houve inibicdo de todas as cepas apenas em
elevadas concentragfes de 10 mg. Um anticorpo policlonal para lectina foi desenvolvido em
coelhos, e testado por imunodifuséo; os resultados foram positivos para a segunda inoculagéo

ocorrendo precipitagdo entre 1gG, extrato e lectina demonstrando que cMoL é imunogénica.

Palavras-chave: Moringa oleifera, lectina coagulante, purificacdo de proteina, gel de guar,

atividade antimicrobiana, 1gG anti-cMoL.

INTRODUCAO

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas capazes de formar ligaces a oligo, mono e
polissacarideos de forma especifica e reversivel. Devido a essa interacdo possuem importancia
biotecnoldgica, podendo ser isoladas de diversos organismos: microrganismos, liquens,
plantas e animais (SANTOS et al., 2013). Nas plantas possuem distribuicdo nos diversos
tecidos, com predominio nas sementes (SANTOS et al.,, 2009), e podem ter diversas
aplicacdes, incluindo agdo antimicrobiana e anticoagulante (FERREIRA et al., 2011), bem
como inseticida (ARAUJO et al., 2012).

Diversos métodos sdo aplicados para obtengdo de lectina pura iniciando o protocolo
com a preparagdo do extrato e fracionamento salino em diversas concentragdes, dialise, teste
de atividade hemaglutinante (AH), e em seguida séo realizadas cromatografias, podendo essas
ser de exclusdo molecular, troca ibnica e de afinidade (COELHO et al., 2012). Para a
obtencdo de uma purificacdo a homogeneidade e com bom rendimento se faz necessario o
desenvolvimento de protocolos eficientes e simplificados.

Antissoros para lectinas possuem ampla aplicacdo nos processos de deteccdo da

ligacdo de lectinas a tecidos, sendo utilizados preferencialmente na forma de imunoglobulina
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G (IgG) e, quando conjugado a peroxidase, pode amplificar uma reacdo imunolégica
(CORREIA et al., 1995). Desenvolvidos contra lectinas de plantas, os anticorpos podem ser
utilizados para que estas sejam identificadas em outros tecidos vegetais ou para que se
revelem formas homdlogas por meio de reagBes cruzadas da proteina com outras lectinas de
plantas, em relagéo ao anticorpo (HAVER et al., 2002).

Moringa oleifera (familia das Moringaceae) é uma planta originaria da india com
ampla distribuicdo mundial e possui boa adaptagéo a regifes de climas extremos. Seu cultivo
vem tendo crescente interesse devido aos elevados valores nutricionais de tecidos da planta
bem como as suas diversas aplicacdes em vérias areas: medicina, industria de cosméticos, na
alimentacdo humana e racdo animal, e também no tratamento de 4&gua (SANTOS et al., 2015).

Este trabalho teve como objetivo empregar um protocolo simplificado para purificagdo
da lectina coagulante de semente de M. oleifera (cMoL) e avaliar o potencial antimicrobiano
dessa proteina contra bactérias e fungos patogénicos. Igualmente, desenvolver anticorpo
contra a lectina que podera ser util na identificacdo de lectinas homdlogas presentes nas

sementes ou em outros tecidos da planta.

METODOLOGIA
Obtencéo de sementes
As sementes de M. oleifera Lam foram coletadas na cidade do Recife, Estado de Pernambuco,

Nordeste do Brasil, na Universidade Federal de Pernambuco.

Extracéo de proteinas
A farinha das sementes (50 g) foi misturada a NaCl 0,15M (500 mL) mantendo a

proporcdo da mistura em 10% (p/v). A extracdo foi realizada por 6h seguida por filtracdo em
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gaze e centrifugacéo a 8.000 rpm, por 20 min, em temperatura ambiente. O extrato resultante

foi denominado extrato salino (ES).

Precipitacdo com sulfato de amonio

A etapa inicial de isolamento foi o fracionamento das proteinas do extrato atraves da
adicdo de sulfato de amonio (GREEN e HUGHES, 1995). ES foi submetido a precipitacéo
com sulfato de aménio 0-60%.A fracdo com maior AH obtida com sulfato de aménio foi

submetida a cromatografia de afinidade em gel de guar.

Producao do Gel de Guar através do método Appukutan

Para a producdo do gel de guar, foi utilizado o método de Appukutanet al. (1977); o
protocolo recomenda a pesagem de 10 g de goma de guar e dissolu¢gdo em 30mL de NaOH
3M e 3,0 mL de epicloridrina. Logo apds, a mistura foi submetida a aquecimento em estufa a
40 °C por 24 h e, posteriormente, a 70°C por 12 h. Em seguida, foram realizadas trés lavagens

do gel de guar com agua destilada e mantida sob refrigeragéo até seu uso.

1.1 ISOLAMENTO DA LECTINA

O precipitado do extrato bruto obtido do fracionamento salino, foi submetido a uma
coluna de gel de guar (10 x 1 cm), elaborado segundo a metodologia descrita acima. A coluna
foi previamente equilibrada com uma solucdo de NaCl 0,15 M a um fluxo de 20mL/h. O pico
proteico ativo foi eluido irrigando a matriz com NaCl 1,0 M. As fracfes eluidas da coluna
foram avaliadas em espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 280nm e

acompanhadas por atividade hemaglutinante (AH).
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Caracterizacédo das amostras obtidas

O ensaio de hemaglutinacdo foi realizado em placa de microtitulagdo de acordo com
Paiva e Coelho (1992). AH especifica (AHE) foi determinada pela razdo AH/concentracao de
proteinas (mg/mL). A dosagem de proteinas foi determinada utilizando uma curva padréo de
albumina sérica bovina (BSA), com amplitude de 31,25 a 500 pg/mL, de acordo com o

método de dosagem de proteinas segundo Lowry (1951).

Eletroforeses

As preparagdes proteicas ao longo do processo de purificacdo foram monitoradas
através de eletroforese em gel de policrilamida em condi¢6es desnaturantes contendo sulfato
sodico de docecila (SDS-PAGE), de acordo com Laemmli (1970). A detec¢do das bandas
polipeptidicas foi feita com solugcdo azul de Coomassie a 0,02 % (p/v) em etanol a 40% (v/v) e
acido acético a 10 % (v/v) para os géis oriundos da SDS-PAGE. Ja o gel de poliacrilamida,
para proteinas nativas basicas, foi preparado segundo a técnica de Reisfeld (1962) sendo
utilizadas duas placas de vidro (8 x 8 cm x 1,5 mm ) lavadas, desengorduradas e seladas. A
coloracéo para detecgdo de proteinas no gel, foi realizada com solucdo de Negro de Amido a 1
% (p/v) em é&cido acético a 10 % (v/v), por 30s. Para a descoloracdo, foram procedidas

sucessivas lavagens do gel com acido acético 10% (v/v).

Atividade antimicrobiana

Atividade bacteriana foi investigada contra bactérias Gram-positiva (Bacillus subtilis
UFPEDAS86), (Enterococcus faecalis UFPEDA138) e Gram-negativa (Escherichia coli
UFPEDA224), (Proteus mirabilis UFPEDA767), (Serratia sp.UFPEDA 398), fornecidas pela
colecédo de culturas (WDCM 114) do Departamento de Antibidticos da Universidade Federal

de Pernambuco.
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A atividade antifingica foi investigada contras espécies de Candida: C. albicans
(URM 5901), C. krusei (URM 6391), C. tropicalis (URMG6551) e C. glabrata foram obtidas
da cultura de Colecbes do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco, Brasil.

As bactérias foram cultivadas em caldo Mueller Hinton Broth (MHB) a 37°C e 0s
fungos em Sabouraud Dextrose Broth (SDB) a 28°C, por 16 h, sob agitacdo suave. A
densidade das culturas foi ajustada turbidimetricamente a um comprimento de onda de 600
nm a 1,5 x 10° unidades formadoras de colénias (CFU) por ml. Para utilizagdo em ensaios
antimicrobianos as culturas foram diluidas em meio pora 3x10° CFU/mL. Cada ensaio
antimicrobiano correspondeu a uma linha de uma microplaca de 96 pocos. Primeiramente 100
pL de meio foram adicionados a cada poco da linha. cMoL em &gua destilada (100 pL; 10
mg/mL) foi adicionada ao terceiro pogo, misturada com o meio, eem seguida submetida a
diluicdo seriada em MHB até uma proporcéo final de 1:1024. O primeiro pogo correspondeu a
um controle de esterilidade do meio e o segundo ao controle correspondente a 100% de
crescimento. Em seguida foram inoculados 20 pL da cultura microbiana todos 0s pogos
(exceto o primeiro). A densidade 6ptica a 600 nm (OD600) foi medida utilizando um leitor de
microplacas (BiotekInstruments Inc., VT, EUA)e, em seguida, o ensaio foi incubado a 37°C
durante 24 h. Apds o periodo de incubagdo, a DO600 foi medida novamente. O aumento em
DO600 em comparagdo com o tempo zero foi considerado como o crescimento bacteriano. A
concentracdo inibitoria minima (CMI) foi determinada como a menor concentracdo de cMoL
capaz de promover uma redugdo de DO600 maior ou igual a 50%, em compara¢do com o
controle de crescimento 100% em DO600 (Amsterdam, 1996). Cada ensaio foi realizado em
triplicata e trés experimentos independentes foram realizados.

Para determinar a concentracdo minima bactericida (CMB) e minima fungicida (CMF)

foram transferidos 10uL do in6culo para placas de petri contendo o meio agar (MHA) a partir
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de pocos em que houve inibicdo do crescimento superior ou igual a 50%. Em seguida foram
incubadas a 37°C durante 24 h. CMB e CMF corresponderam a concentragcdo mais baixa de
cMoL capaz de reduzir a viabilidade do inoculo inicial em 99,9%. Cada ensaio foi realizado

em triplicata e trés experimentos independentes foram realizados.

Atividade Hemolitica

Com o extrato, a fracdo e a lectina cMoL, nas concentragbes de 250, 500, 750, e
1000ug, utilizando eritrécitos humanos tipo O, apresentando um resultado negativo para o
grau de hemolise, abaixo de 50%, quando comparado ao reagente Triton X100 (controle
negativo) com 100% de hemolise e solugdo salina (controle negativo) 0% de hemdlise; o grau
de hemdlise é considerado em valores acima de 50% e a avaliagdo foi feita em um

comprimento de onda de 545 nm.

Preparacgéo do soro 1gG anti-cMoL

cMol purificada (150 pg) em 1 mL de tampdo citrato fosfato 0,1 M, pH 6,8, contendo
0,15 M NaCl, foi emulsificada com 1 mL de Freund's adjuvante completo para a primeira
inoculagdo em um coelho branco, macho, da raca Nova Zelandia, com aproximadamente seis
meses. Subsequentes inje¢cdes de 1 mL de adjuvante incompleto de Freund (trés inoculagdes)
foram efetuadas em intervalos quinzenais. Antes da primeira inoculacdo foi realizada sangria
de cerca de 10 mL para a coleta do soro pré-imune (controle). No intervalo de quinze dias
imediatamente antes de cada inoculagdo, 10 mL de sangue foi coletado da artéria central da
orelhado animal. Cada mililitro foi coagulado em um tubo de vidro em um angulo de 45° em
temperatura ambiente por 1 h e colocado no mesmo angulo a 4° C durante a noite. O soro

obtido foi centrifugado em trés tempos de 1.300 xg, por 5 min em temperatura ambiente.
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Aliquotas foram armazenadas a -20°C. O trabalho estd na Comissdo de Etica no Uso de

Animais (CEUA) UFPE sob nimero 23076.049690/2016-92.

Ensaio de Imunodifusdo Dupla

A imunodifusdo dupla foi realizada de acordo com Ashford et al. (1982). Géis del%
(p / v) de agarose contendo NaCl 0,15 M foram moldados em placas de vidro de 2,5 cm x 7,5
cm, com 3mm de espessura. Em cada gel foram cortados 4 pogos de 3 mm de diametro. Foi
permitida a difusdo durante 48 h a 4 ° C em camaras umedecidas. Os géis foram lavados com
NaCl 0,15 M e agua destilada, seca e corada com 0,1% (p/v) de azul brilhante de Coomassie

R-250 em 45% (v / v) de etanol contendo 10% (v / v) de &cido acético.

RESULTADOS E DISCUSSOES

AH foi detectada em todas as etapas da purificacdo, extrato, fracdo e cMoL. A figural
resume as etapas de purificacdo. Através da purificacdo da lectina feita pelo método de
Appukuttan e colaboradores (1977) para confeccdo do gel de guar, ndo foi verificada a
presenca de AH no ndo adsorvido, estando esta presente apenas no pico adsorvido como
mostra a (Figura 1 A). Assim a metodologia empregada neste trabalho mostrou eficiéncia
quando comparada ao método de Gupta ecolaboradores (1979), protocolo utilizado por
Santos e colaboradores (2009), uma vez que a lectina foi totalmente adsorvida na matriz,
diferente do método aplicado anteriormente no qual a maior parte da lectina foi encontrada no
pico ndo adsorvido. A eletroforese para proteinas basicas nativas revelou uma Unica banda de
cMoL (Figura 1 C), indicando a homogeneidade da lectina. Na eletroforese para proteinas
acidas ndo foi verificada a presenga da lectina. Em SDS-PAGE, foram reveladas duas bandas

polipeptidicas de peso molecular equivalente a 26,5 e 19 KDa (Figural B).
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O perfil de sensibilidade da linhagem bacteriana foi evidenciado pela determinacgdo do
(CMI). Os resultados demonstraram inibicdo do crescimento das linhagens bacterianas na
presenca de cMoL em altas concentrag¢fes, com uma concentragdo minima inibitoria (CMI) de
10 mg/mL. Desse modo as linhagens bacterianas Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
Serratia sp, Bacillus subtilis, foram pouco sensiveis a acdo de cMoL e ndo houve resultado
contra a espécie Proteus mirabilis. Na avaliagdo da concentracdo minima bactericida (CMB),
ndo houve resultado para nenhuma das linhagens bacterianas testadas. Ferreira e
colaboradores (2011) demonstraram atividade antibacteriana de uma outra lectina solivel em
agua, presente nas sementes de M. oleifera, WSMoL, foi capaz de inibir o crescimento das
linhagens bacterianas Staphylococcus aureus e Escherichia coli.

Visando avaliar o potencial antifungico de cMoL, foram testadas as seguintes
leveduras: Candida albicans, C. krusei,C. tropicalis e C. glabata. Nos ensaios cMoL foi
submetida as cepas em concentrac@es variadas. Nos resultados cMoL produziu inibi¢do sobre
o crescimento de C. albicans e C. glabata em uma concentragéo de 5 mg/mL, C. krusei em 10
mg/mL e C. tropicalis em 0,16 mg/mL; igualmente, a concentracdo minima fungicida (CMF)
é mostradana Tabela 2. Estudos relatam que lectinas possuem a capacidade de ligar-se de
maneira especifica a hifas de cepas fungicas impedindo a captacdo de nutrientes e de
compostos necessarios ao crescimento dos fungos (LIS e SHARON, 1981). Lectinas sdo
altamente especificas a carboidratos presentes na parede celular dos fungos (FARIAS, 2013).

Foi feito um teste hemolitico do extrato, fracdo e lectina cMoL, nas preparacGes de
250, 500, 750, e 1000pg, utilizando eritrécitos humanos tipo O, apresentando resultado
negativo para o grau de hemdlise, abaixo de 50%, quando comparado ao reagente Triton
X100 (controle negativo) com 100% de hemdlise e solucéo salina (controle negativo) 0% de
hemolise, o grau de hemolise é considerado em valores acima de 50% e a avaliacdo foi feita

em um comprimento de onda de 545nm.



35

Os resultados de imunogenicidade foram positivos ap6s a segunda inoculagdo
ocorrendo precipitacdo entre 1gG, fracdo e lectina; ndo houve ligagcéo entre o anticorpo e o
extrato, como também ndo houve resultado positivo para 0 soro pré-imune e a primeira
inoculacdo (Figura 2). Correia (1995) relatou que 0s soros de todos os estagios de imunizacao
contra a lectina de sementes de Cratylia mollis foram positivos, com intensificacdo da reacéo
a partir da terceira inoculacdo. Haver (2002) mostrou atraves de imunodifusdo dupla que apds
a terceira inoculacdo o soro positivo revelando imunoprecipitacdo foi obtido; também
observou reacOes cruzadas entre 1gG anti-BmoLL e as lectinas de Bauhinia purpurea e Ulex
europeus.

A lectina coagulante de sementes de M. oleifera, cMoL, foi purificada a
homogeneidade através do critério de pureza empregando eletroforese em gel de
poliacrilamida para proteinas basicas; foi obtido um bom aproveitamento com a metodologia
aplicada.

Quanto as atividades bioldgicas, a lectina ndo possui efeito hemolitico, foi capaz de
inibir a maioria das bactérias testadas apenas em elevadas concentra¢cdes e no ensaio com
fungos promoveu efeito inibitério e fungicida.

A lectina é imunogénica, e o antissoro obtido sera purificado, caracterizado e aplicado

em imunoensaios.
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Legendas das Figuras

Figural - (A) Cromatografiade afinidade da fragdo 0-60% (10 mg de proteina) obtida a partir
do extrato da farinha de sementes em coluna de gel de guar (10 cm x 1,0 cm). Foi utilizado na
etapa de lavagem NaCl 0,15 M cMoL 2 mg foi eluida com NaCl 1,0 M sendo coletadas
fracOes de 2,0 mL. A absorbéncia foi determinada em um comprimento desonda Azgnm .O
log da atividade hemaglutinante AHaesta representado . (B) SDS-PAGE (12%, p / v) de
cMoL (25 pg) e marcadores de massa molecular corados com azul de Coomassie. (C)
Eletroforese para proteina nativa basica de cMoL (a) 25 ug e citocromo C (b) 20ug, corados

com negro de amido.

Figura 2 - Ensaio de imunodifuséo dupla em gel de agarose mostrando a precipitacéo entre
IgG, cMoL e fragdo. Pogo central: A, IgG anti-cMoL. Pocos laterais: 1, cMoL; 2, Fragéo; 3,

Extrato.
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Tabela 1- Sumério da Purificagdo

Preparacdo Proteina (mg/mL) AH AHE Purificacéo
Extrato 9,68 4096 423,14 1.0
0-60 1,9 2,048 1,077 2,5
cMoL 0,398 1024 2,572 6,07

A partir do extrato da farinha de sementes a 10% (p/v) e posterior fracionamento com sulfato
de amdnio 60%, 1,9 mg da fragdo do precitado foi cromatografada em coluna de afinidade em
gel de guar, sendo obtido 0,39 mg de cMoL. A atividade hemaglutinante AH foi verificada em
todas as etapas. AHE, atividade hemaglutinante especifica.

Tabela 2 - Atividade antifingica de cMoL

Fungo CMI CMF
Candida albicans 5 10
Candida krusei 10 ND
Candida tropicalis 0,16 10
Candida glabrata 5 ND

CMI (concentracdo minima inibitoria) e CMF (concentracdo minima fungicida)
expressa em mg/mL de proteina. ND: ndo detectada atividade antifingica.
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5 CONCLUSOES

A lectina coagulante de semente de M. oleifera (cMoL) foi purificada a
homogeneidade e demonstrou bom aproveitamento com a metodologia utilizada.

A lectina ndo possui efeito hemolitico, inibiu a maioria das bactérias apenas em
elevadas concentracdes e promoveu efeito inibitério e fungicidacom espécies do género
Candida.

cMol € imunogénica; o antissoro desenvolvido contra cMoL interagiu com a lectina e

uma fracdo do extrato deM. oleifera.
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ANEXO A - Instruc¢des aos Autores

A revista ANAIS DA ACADEMIA BRASILEIRA DE CIENCIAS encoraja fortemente as
submissdes online. Uma vez o artigo preparado de acordo com as instrugdes abaixo, visite o

site de submisséo online ( http://aabc.abc.org.br/).

As instrugdes devem ser lidas cuidadosamente e seguidas integralmente. Desta forma, a
avaliacdo e publicacdo de seu artigo poderdo ser feitas com mais eficiéncia e rapidez. Os
editores reservam-se o direito de devolver artigos que ndo estejam de acordo com estas

instrucdes. Os artigos devem ser escritos em inglés claro e conciso.

Objetivo e Politica Editorial

Todos os artigos submetidos devem conter pesquisa original e ainda ndo publicada ou
submetida para publicacdo. O primeiro critério para aceitacdo € a qualidade cientifica. O uso
excessivo de abreviaturas ou jargbes deve ser evitado, e 0s artigos devem ser compreensiveis
para uma audiéncia tdo vasta quanto possivel. Atencdo especial deve ser dada ao Abstract,
Introducdo e Discussédo, que devem nitidamente chamar a atencdo para a novidade e
importancia dos dados relatados. A ndo observancia desta recomendagdo podera resultar em
demora na publicagdo ou na recusa do artigo.

Os textos podem ser publicados como uma revisdo, um artigo ou como uma breve
comunicacgdo. A revista é trimestral, sendo publicada nos meses de marco, junho, setembro e

dezembro.

Tipos de Artigos

RevisOes: Revisfes sdo publicadas somente a convite. Entretanto, uma revisdo pode ser
submetida na forma de breve carta ao Editor a qualquer tempo. A carta deve informar os
tOpicos e autores da revisdo proposta e declarar a razdo do interesse particular do assunto para
a area.

Artigos: Sempre que possivel, os artigos devem ser subdivididos nas seguintes partes: 1.
Pagina de rosto; 2. Abstract (escrito em pagina separada, 200 palavras ou menos, sem
abreviagoes); 3. Introducdo; 4. Materiais e Métodos; 5. Resultados; 6. Discussdo; 7.
Agradecimentos quando necessario; 8. Resumo e palavras-chave (em portugués - os autores
estrangeiros receberdo assisténcia); 9. Referéncias. Artigos de algumas areas, como Ciéncias
Matematicas, devem observar seu formato usual. Em certos casos pode ser aconselhavel

omitir a parte (4) e reunir as partes (5) e (6). Onde se aplicar, a parte de Materiais e Métodos
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deve indicar o Comité de Etica que avaliou os procedimentos para estudos em humanos ou as
normas seguidas para a manutengéo e os tratamentos experimentais em animais.

Breves Comunicagdes: Breves comunicages devem ser enviadas em espaco duplo. Depois
da aprovacdo nédo serdo permitidas alteraces no artigo, a fim de que somente correcdes de
erros tipograficos sejam feitas nas provas.

Os autores devem enviar seus artigos somente em verséo eletrénica.

Preparo dos Artigos

Os artigos devem ser preparados em espago duplo. Depois de aceitos nenhuma modificacdo
sera realizada, para que nas provas haja somente correcdo de erros tipogréficos.
Tamanho dos artigos: Embora os artigos possam ter o tamanho necessario para a
apresentacdo concisa e discussdo dos dados, artigos sucintos e cuidadosamente preparados
tém preferéncia tanto em termos de impacto quando na sua facilidade de leitura.

Tabelas e ilustracGes: Somente ilustracbes de alta qualidade serdo aceitas. Todas as
ilustragdes serdo consideradas como figuras, inclusive desenhos, gréficos, mapas, fotografias
e tabelas com mais de 12 colunas ou mais de 24 linhas (maximo de figuras gratuitas: cinco
figuras). A localizagdo provavel das figuras no artigo deve ser indicada.

Figuras digitalizadas: As figuras devem ser enviadas de acordo com as seguintes
especificagfes: 1. Desenhos e ilustragcbes devem ser em formato .PS/.EPS ou .CDR
(Postscript ou Corel Draw) e nunca inseridas no texto; 2. Imagens ou figuras em meio tom
devem ser no formato .TIF e nunca inseridas no texto; 3. Cada figura deve ser enviada em
arquivo separado; 4. Em principio, as figuras devem ser submetidas no tamanho em que
devem aparecer na revista, i.e., largura de 8 cm (uma coluna) ou 12,6 cm (duas colunas) e
com altura maxima para cada figura menor ou igual a 22 cm. As legendas das figuras devem
ser enviadas em espaco duplo e em folha separada. Cada dimensdo linear das menores letras e
simbolos ndo deve ser menor que 2 mm depois da reducdo. Somente figuras em preto e
branco serdo aceitas. 5. Artigos de Matematica, Fisica ou Quimica podem ser digitados em
Tex, AMS-Tex ou Latex; 6. Artigos sem formulas mateméticas podem ser enviados em .RTF
ou em WORD para Windows.

Pagina de rosto: A pagina de rosto deve conter 0s seguintes itens: 1. Titulo do artigo (o titulo
deve ser curto, especifico e informativo); 2. Nome (s) completo (s) do (s) autor (es); 3.
Endereco profissional de cada autor; 4. Palavras-chave (4 a 6 palavras, em ordem alfabética);
5. Titulo abreviado (até 50 letras); 6. Secdo da Academia na qual se enquadra o artigo; 7.
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Indicacdo do nome, endereco, nimeros de fax, telefone e endereco eletrdnico do autor a quem
deve ser enderecada toda correspondéncia e prova do artigo.

Agradecimentos: Devem ser inseridos no final do texto. Agradecimentos pessoais devem
preceder 0s agradecimentos a instituicbes ou agéncias. Notas de rodapé devem ser evitadas;
quando necessario, devem ser numeradas. Agradecimentos a auxilios ou bolsas, assim como
agradecimentos a colaboracdo de colegas, bem como mencgdo a origem de um artigo (e.g.
teses) devem ser indicados nesta secéo.

Abreviaturas: As abreviaturas devem ser definidas em sua primeira ocorréncia no texto,
exceto no caso de abreviaturas padrdo e oficial. Unidades e seus simbolos devem estar de
acordo com os aprovados pela ABNT ou pelo Bureau Internationaldes Poids et Mesures (SI).
Referéncias: Os autores sdo responsaveis pela exatidao das referéncias. Artigos publicados e
aceitos para publicacdo (no prelo) podem ser incluidos. Comunicagdes pessoais devem ser
autorizadas por escrito pelas pessoas envolvidas. Referéncias a teses, abstracts de reunides,
simposios (ndo publicados em revistas indexadas) e artigos em preparo ou submetidos mas
ainda ndo aceitos, podem ser citados no texto como (Smith et al. unpublished data) e ndo
devem ser incluidos na lista de referéncias.

As referéncias devem ser citadas no texto como, por exemplo, (Smith 2004), (Smith
andWesson 2005) ou, para trés ou mais autores, (Smith et al. 2006). Dois ou mais artigos do
mesmo autor no mesmo ano devem ser distinguidos por letras, e.g. (Smith 2004a), (Smith
2004b) etc. Artigos com trés ou mais autores com 0 mesmo primeiro autor e ano de
publicacdo também devem ser distinguidos por letras.

As referéncias devem ser listadas em ordem alfabética do primeiro autor sempre na ordem do
sobrenome XY no qual X e Y sdo as iniciais. Se houver mais de 10 autores, use o primeiro
seguido de et al. As referéncias devem ter o nome do artigo. Os nomes das revistas devem ser
abreviados. Para as abreviagdes corretas, consultar a listagem de base de dados na qual a
revista € indexada ou consulte a World List of Scientific Periodicals. A abreviatura para 0s
Anais da Academia Brasileira de Ciéncias ¢ Na Acad Bras Cienc. Os seguintes exemplos séo

considerados como guia geral para as referéncias.



