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RESUMO

Bixa orellana L. é uma planta proveniente das regifes tropicais da América. As lectinas séo
proteinas que se ligam a carboidratos e exibem diversas atividades bioldgicas. O presente
trabalho descreve a purificacdo e caracterizacdo de uma lectina extraida das folhas de B.
orellana (BoLL, do inglés B. orellana leaf lectin) e a avaliacdo da atividade antimicrobiana.
As proteinas foram extraidas da farinha das folhas atraves de homogeneizacdo (16 h, 4°C) em
NaCl 0,15 M. O extrato obtido foi avaliado quanto a presenca de lectinas atraves do ensaio de
atividade hemaglutinante (AH) e tratado com sulfato de amonio (60% de saturacdo) durante 4
h a 28 °C. A fracdo de proteinas precipitadas (FP) e a fracdo sobrenadante (FS) foram
dialisadas e avaliadas quanto a concentracdo de proteinas e AH. FP (fracdo com maior AH
especifica) foi submetida ao ensaio de inibicdo da AH por carboidratos e glicoproteinas e, em
seguida, submetida a cromatografias em coluna de troca ibnica (CM-Sephadex) e de exclusdo
molecular (Sephadex G-75), sendo as fracdes coletadas monitoradas quanto a AH e
absorbancia a 280 nm. BoLL foi caracterizada quanto ao perfil eletroforético em gel de
poliacrilamida sob condic¢Ges desnaturantes (SDS-PAGE), estabilidade frente a variagdes de
temperatura e pH e resposta da AH a presenca de ions. Atividade antibacteriana de BoLL foi
investigada contra patégenos humanos e contra fitopatogenos. Atividade antifungica de BoLL
foi investigada contra Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis e Candida
parapsilosis. O extrato de folhas apresentou AH especifica de 47,0. FP apresentou AH
especifica de 588,9 (fator de purificacdo: 12,52), a qual foi inibida pelas glicoproteinas fetuina
e albumina sérica bovina, pelos monossacarideos L (+)-arabinose, D(+)-galactose, D(+)-
glicose e N-acetil-D-glicosamina, e pelo dissacarideo lactose. Cromatografia de FP em coluna
de CM-Sephadex resultou em um pico (P1) de proteinas ndo-adsorvidas com AH especifica
de 1.252 e um pico (P2) de proteinas adsorvidas e eluidas com NaCl 1,0 M que ndo foram
capazes de aglutinar eritrdcitos. Cromatografia de P1 em coluna Sephadex G-75 resultou em
dois picos, sendo que o primeiro apresentou maior AH especifica (2.533) e foi denominado
BoLL, que apresentou uma unica banda polipeptidica de aproximadamente 19 kDa em SDS-
PAGE. A lectina teve sua AH aumentada na presenca de fons Mg*? e manteve sua capacidade
de aglutinar eritrocitos mesmo apos aquecimento a 100 °C. A AH de BoLL foi estavel em pH
acido (4,0 a 6,0), mas perdida quando incubada em pH acima de 8,0. BoLL apresentou efeitos
bacteriostatico e bactericida contra E. coli (CMI: 400 pg/mL e CMB: 800 pg/mL) e S. aureus
(CMI e CMB: 400 pg/mL), bem como bacteriostatica contra B. megaterium (CMI: 18,2
pg/mL) e M. luteus (CMI: 800 pg/mL). A lectina ndo foi ativa sobre as bactérias



fitopatogénicas e sobre as espécies de Candida. Em concluséo, as folhas de B. orellana
contém uma lectina termoestavel com atividade antibacteriana sobre patdgenos humanos, o

que estimula estudos futuros visando sua aplicacdo farmacoldgica.

Palavras-chave: Urucum. Lectina. Atividade antibacteriana.



ABSTRACT

Bixa orellana L. is a plant from the tropical regions of America. Lectins are proteins that bind
to carbohydrates and exhibit various biological activities. The present work describes the
purification and characterization of a lectin extracted from the leaves of B. orellana (BoLL),
as well as the evaluation of its antimicrobial activity. Proteins were extracted from the leaf
powder by homogenization (16 h, 4 °C) in 0.15 M NaCl. The extract obtained was evaluated
for the presence of lectins by the hemagglutinating activity (HA) assay and treated with
ammonium sulphate (60% saturation) for 4 h at 28 °C. The precipitated protein fraction (PF)
and the supernatant fraction (SF) were dialyzed and evaluated for protein concentration and
HA. PF (fraction with higher specific HA) was used in HA inhibition assay with
carbohydrates and glycoproteins and then submitted to ion exchange (CM-Sephadex) and size
exclusion (Sephadex G-75) chromatographies. The collected fractions were monitored for HA
and absorbance at 280 nm. BoLL was characterized for profile in electrophoresis in
polyacrylamide gel under denaturing conditions (SDS-PAGE), stability to temperature and
pH variations and response of its HA to the presence of ions. Antibacterial activity of BoLL
was investigated against human pathogens and against phytopathogens. Antifungal activity of
BoLL was investigated against Candida albicans, Candida krusei, Candida tropicalis and
Candida parapsilosis. Leaf extract showed specific HA of 47.0. PF showed specific HA of
588.9 (purification factor: 12.52), which was inhibited by the glycoproteins fetuin and bovine
serum albumin, by the monosaccharides L (+)-arabinose, D(+)-galactose, D(+)-glucose and
N-acetyl-D-glucosamine, and by the disaccharide lactose. Chromatography of PF on CM-
Sephadex column resulted in a peak (P1) of non-adsorbed proteins with specific HA of 1,252
and a peak (P2) of proteins adsorbed and eluted with 1.0 M NaCl that were not able to
agglutinate erythrocytes. Chromatography of P1 on Sephadex G-75 column resulted in two
peaks, the first of which presented a higher specific HA (2,533) and was named BoLL, which
presented a single polypeptide band of approximately 19 kDa on SDS-PAGE. The lectin had
its HA increased in the presence of Mg®* ions and maintained its capacity to agglutinate
erythrocytes even after heating to 100 °C. The AH of BoLL was stable at acidic pH, but lost
when incubated at pH above 8.0. BoLL showed bacteriostatic and bactericidal effects against
E. coli (MIC: 400 pg/mL and MBC: 800 pg/mL) and S. aureus (MIC and MBC: 400 pg/mL),
as well as bacteriostatic effects against B. megaterium (MIC: 18.2 ug/mL) and M. luteus
(MIC: 800 ug/mL). The lectin was not active on phytopathogenic bacteria and on Candida
species. In conclusion, the leaves of B. orellana contain a thermostable lectin with



antibacterial activity on human pathogens, which stimulates future studies aiming at its
biomedical application.

Key words: Achiote. Lectin. Antibacterial activity.



Figural -

Figura 2 -

Figura 3 -

Figure 1 -

LISTA DE FIGURAS

Fundamentacdo Teorica
Atividade hemaglutinante (A) e inibicdo da atividade
hemaglutinante (B).
Métodos cromatograficos utilizados na purificacdo de proteinas:
(A) Cromtografia de troca idnica, (B) cromatografia de exclusdo
molecular e (C) Cromatografia de afinidade.
Bixa orellana - A: urucuzeiro; B: flor do urucum; C e D: fruto; E:

fruto aberto com sementes exopostas; F: sementes de urucum.

Artigo
Purification of Bixa orellana leaf lectin (BoLL). (A)
Chromatography of PF on CM-Sephadex column equilibrated with
citrate-phosphate buffer. Adsorbed proteins were eluted with 1.0
M NacCl. (B) (B) Cromatography of P1 on Sephadex G-75 column
equilibrated with 0.15 M NaCl. (C) SDS-PAGE of molecular mass
markers and BoLL.

17

19

24

40



LISTA DE TABELAS

Artigo
Table 1 - Summary of the purification of Bixa orellana leaf lectin (BoLL) 38
Table 2 - Hemagglutinating activity of PF (precipitated fraction obtained

after treatment of the B. orellana leaf extract with ammonium
sulphate) in presence of carbohydrates and glycoproteins. 39

Table 3 - Antibacterial activity of Bixa orellana leaf lectin (BoLL). 39



LISTA DE ABREVIATURAS

AH Atividade Hemaglutinante

CM Carboximetil

CMB Concentra¢do minima bactericida

CMI Concentragdo minima inibitoria

CRD Dominio de Reconhecimento de Carboidrato
DEAE Dietilaminoetil

EDTA Acido etilenodiaminotetracético

FPLC Cromatografia Liquida de Rapida Resolu¢édo
HPLC-RP  Cromatografia Liquida de Alta Resolucdo em Fase Reversa
PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida

PEG Polietilenoglicol

SDS-PAGE Eletroforese em gel de poliacrilamida com dodecilsulfato de sédio



1.1
1.11
1.1.2

2.1
2.1.1
2.1.2
2121
2.2

SUMARIO

LN EI0] 5161070 I 14
OBUIETIVOS....cc ettt bee e 15
ODJEtIVO GEIal.......coiiiiiiiiie e 15
ODbjetivos ESPECITICOS. .....cvcviiiieieieiieieis e 15
FUNDAMENTAGCAO TEORICA.......coooiieeeeeeeeeeeee e, 16
LECTINAS . et sbee s 16
PUrifiCagao de lECTINGS..........ccoeiiriiiieee e 17
Aplicacdes biotecnoldgicas e atividades bioldgicas de lectinas.................. 20
Atividade antimicrobiana de 1eCtiNaS...........cccovereiiiniieiieieiese s 21
A ESPECIE BiXa OrlANA L.......couverereerireiieeiseieeiseiseeesee s essssessenesns 23
ARTIGO - ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF AN

ANTIBACTERIAL LECTIN FROM Bixa orellana LEAVES............. 25
CONCLUSOES......coooirieieiierissieiss sttt 41

REFERENCIAS. ... oottt e et e e es e ees e e es e aeeer e esae s araearaeea, 42



14

1 INTRODUCAO

O conceito de “biodiversidade” procura referir e integrar toda a variedade de vida
existente na natureza. De acordo com Barbieri (2010, p. 7), “biodiversidade ¢ a diversidade da
natureza viva”, desde as maiores espécies animais e vegetais do mundo, aos microrganismos e
0s processos ecoldgicos e 0s ecossistemas aos quais fazem parte (SCHERER et al., 2015;
SILVA et al., 2017). Além de ser essencial para a manutencdo dos ecossistemas da Terra,
estima-se que 40% da economia mundial gira em torno de produtos e processos relacionados a
biodiversidade como, por exemplo, a utilizagdo de matérias primas em industrias farmacéutica,
alimenticia e de combustiveis (CDB, 2014; CNI, 2014). O Brasil é um pais com uma numerosa
diversidade bioldgica, tanto em nimero de espécies quanto na variedade e na complexidade de
seus biomas. Essa diversidade bioldgica vem sendo bastante estudada sob varios aspectos, entre
eles o interesse nas propriedades medicinais de compostos organicos naturais de origem vegetal
(ARAUJO et al., 2011; JOLY et al., 2011; PIMENTEL et al., 2015).

As lectinas sdo proteinas que interagem com carboidratos de forma reversivel e
especifica. S8o amplamente encontradas na natureza e, nas plantas, tém sido isoladas a partir de
folhas, entrecascas, raizes, rizomas, bulbos, vagens, sementes, frutos e flores. A capacidade de
ligacdo a carboidratos presentes em superficies celulares confere as lectinas uma gama de
propriedades bioldgicas, tais como antitumoral, antiviral, antimicrobiana, cicatrizante e
inseticida (PAIVA et al., 2011; DIAS et al., 2015; PROCOPIO et al., 2017a).

Algumas lectinas de plantas fazem parte dos mecanismos de defesa contra a acdo de
microrganismos patdgenos. A atividade antibacteriana das lectinas pode ser consequéncia da
interacdo com &cidos teicoicos e teicurdnicos, peptideoglicanos e lipopolissacarideos da parede
celular. As lectinas podem formar poros na superficie da célula bacteriana, ocasionando
extravasamento do conteudo celular (CORREIA et al., 2008; PAIVA et al., 2010). As lectinas
podem ainda afetar processos fisiologicos dos microrganismos devido sua interacdo com
glicoconjugados na membrana do microrganismo que sd0 capazes de gerar respostas
intracelulares, resultando na inibi¢do do crescimento e/ou morte (GOMES et al., 2014).

A resisténcia bacteriana a antibidticos se caracteriza quando uma bactéria consegue
multiplicar-se in vitro na presenca de concentra¢fes mais altas de antibioticos do que as doses
ministradas a humanos e/ou animais (BITTENCOURT, 2014; NASCIMENTO, 2016). A
propagacdo de bactérias resistentes pode ser associada vérios fatores, incluindo o uso
exacerbado e indiscriminado de antibi6ticos. Os antimicrobianos obtidos de plantas tém sido

uma alternativa no tratamento de doengas infecciosas causadas por microrganismos resistentes
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aos antibioticos comerciais, apresentando menos efeitos colaterais (CALIXTO, 2005; BELLA
CRUZ et al., 2010).

Bixa orellana € uma planta que pertence a familia Bixaceae, proveniente da América
Tropical. Acredita-se que tenha sido uma das primeiras plantas domesticadas pelos indios da
regido para pintar o corpo em ritos cerimoniais. Além disso, era utilizada para protecdo contra
picadas de insetos e a radiacdo solar (VAZQUEZ-YANES et al., 1999; SANDI et al., 2003;
BARBOSA FILHO, 2006). Sua maior aplicacdo estd concentrada na inddstria de alimentos,
onde é empregada como corante; além disso, extratos das sementes apresentaram atividade
larvicida contra Aedes aegypti, acdo antibacteriana e atividade antileishmania (COSTA ,2013;
MAJOLO et al., 2013; VILAR, 2015).

Dentro do contexto descrito acima, a presente dissertacdo descreve a purificacdo de uma
lectina denominada BoLL (B. orellana leaf lectin) a partir do extrato salino de folhas de B.
orellana, a caracterizagdo da mesma e avaliacdo de sua atividade antimicrobiana frente

patdégenos ao homem e a plantas.

1.1 OBJETIVO

1.1.1 Objetivo Geral

Isolar e caracterizar lectina de folhas de Bixa orellana (BoLL) e investigar sua atividade

antimicrobiana.

1.1.2 Objetivos Especificos

e Definir protocolo de isolamento da lectina de folhas de B. orellana.

e Caracterizar a lectina quanto a estabilidade frente a variacdes de temperatura, de pH e
resposta a presenca de ions.

e Caracterizar a lectina quanto ao perfil em eletroforese em gel de poliacrilamida sob
condigdes desnaturantes.

e Determinar o efeito da lectina sobre o crescimento e sobrevivéncia de espécies de

bactérias e fungos de importancia médica, bem como bactérias fitopatogénicas.
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICA

2.1 LECTINAS

O termo lectina se origina do latim lectus, que significa selecionado, tendo sido
empregado por Boyd e Shapleigh (1954) para designar um grupo de proteinas que apresentava
a capacidade de interacdo com carboidratos de forma seletiva. As lectinas sdo também
conhecidas como aglutininas devido a sua habilidade de aglutinar células (COELHO et al.,
2017). A capacidade de ligacdo a carboidratos presentes em superficies celulares resulta em
uma gama de propriedades bioldgicas, tais como antitumoral, antiviral, antimicrobiana,
cicatrizante e inseticida (PAIVA et al., 2011; DIAS et al., 2015; COELHO et al., 2017).

Estas proteinas tém sido encontradas em vegetais, virus, bactérias, fungos,
invertebrados e vertebrados, sendo que aquelas encontradas nas plantas tém sido mais
estudadas (BATTISON; SUMMERFIELD, 2009; NUNES et al., 2011; SINGH et al., 2011;
MANIKANDAN et al.,, 2012). Nas plantas, estas proteinas tém sido isoladas de sementes
(SANTOS et al., 2009; SILVA et al., 2012; FARIAS, 2013), folhas (GOMES et al., 2013;
PROCOPIO et al., 2017b), flores (SANTOS et al., 2009; BRITO et al., 2017), tubérculos
(KAUR et al., 2006), entrecascas (ARAUJO et al., 2012), frutos (SILVA et al., 2016), raizes
(SOUZA et al., 2011) e rizomas (SANTANA et al., 2012).

Nas plantas, as lectinas estdo diretamente envolvidas na relacdo planta/simbiontes, nos
mecanismos de defesa, inibindo o crescimento de bactérias fitopatogénicas e atuando contra
ataques de virus, fungos e insetos (CAVADA et al.,, 2000; RATANAPO et al.,, 2001;
LIMPENS; BISSENG, 2003; PROCOPIO et al., 2017a), na estimulagdo da proliferacio e
crescimento celular (WITITSUWANNAKUL et al.,1998) e no estoque de carboidratos e
proteinas (VAN DAMME et al.,1997).

As lectinas apresentam uma grande diversidade estrutural, mas possuem em comum a
presenca de pelo menos um sitio especifico de ligagdo a carboidratos, denominado “Dominio
de Reconhecimento de Carboidrato” (DRC); a interagdo com carboidratos ocorre através de
ligagdes como: pontes de hidrogénio, interacdes de van der Waals e interacGes hidrofobicas
(WEIS; DRICKAMER, 1996; COMINETTI et al., 2002; SHARON; LIS, 2002). Algumas
destas proteinas sdo capazes de interagir mais facilmente ou exclusivamente com carboidratos
complexos (oligo e polissacarideos), em comparacdo com monossacarideos (BENEVIDES,
2011; NAPOLEAO et al., 2011; SILVA et al., 2016; PATRIOTA et al., 2017).
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A presenca de lectinas é detectada através do ensaio de atividade hemaglutinante
(Figura 1A), no qual se observa a formacgdo de uma rede ou malha devido a interacdo entre as
lectinas e os carboidratos presentes na membrana dos eritrécitos (PAIVA et al., 2013;
COELHO et al., 2017). A especificidade a carboidratos de uma lectina pode ser avaliada
através de ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante (Figura 1B) utilizando

monossacarideos, oligossacarideos ou glicoproteinas.

Figura 1 - Atividade hemaglutinante (A) e inibicdo da atividade hemaglutinante (B)

A Atividade Hemaglutinante B Inibigdo da atividade Eritrécito
hemaglutinante
Lectina
®/0® ‘- ot
\ \ 1 *. o Carboidratos livres ou
X\ l/\.x . / \ B siita
7 I\ / \
& P \ / N\
/ o\ / \

oo/ \o it g/

Fonte: PAIVA et al., 2013
2.1.1 Purificagdo de lectinas

Devido a imensidade de propriedades e aplicacbes em diversas areas da Medicina,
Quimica e Biologia, o interesse na purificacdo de lectinas tem sido continuo. A purificacdo de
lectinas pode ser realizada utilizando técnicas comuns a protocolos de isolamento de proteinas
baseados em caracteristicas como: carga elétrica, tamanho, solubilidade e afinidade de ligacdo
(SANTOS et al., 2013).

A primeira etapa para a purificacdo consiste na extracdo das proteinas do
tecido/drgédo/célula em solucdo aquosa (OLIVEIRA et al., 2016), salina (BRITO et al., 2017,
PATRIOTA et al., 2017) ou em tampdes (SOUZA et al., 2011). O tempo e a temperatura de
extragdo sdo tambem fatores importantes (SANTOS et al., 2013). Como descrito acima, a
deteccdo de lectinas no extrato bruto € feita atraves do ensaio de atividade hemaglutinante;
porém, alguns compostos comumente presentes em extratos vegetais, como taninos, podem
promover a dispersdo dos eritrocitos quando presentes em altas concentracbes. O aspecto
macroscopico da dispersdo é similar ao da rede de aglutinagdo e, por essa razdo, o ensaio de
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inibicdo da atividade hemaglutinante deve ser realizado para confirmar que o fendbmeno
observado ¢ uma aglutinacdo promovida pelo DRCs das lectinas (CORREIA et al., 2008).

As lectinas presentes no extrato bruto podem ser purificadas parcialmente pelo método
de fracionamento salino com sulfato de aménio, por exemplo. O sulfato de aménio, altamente
hidrofilico, remove a camada de solvatacdo das proteinas fazendo com que elas precipitem,
porém, mantendo sua conformacao nativa (SANTOS et al., 2013). Em alguns casos, a lectina
pode permanecer no sobrenadante, enquanto proteinas contaminantes sdo precipitadas (SILVA
et al., 2016). Outros métodos de precipitacdo utilizando &cidos fortes e solventes organicos
podem ser utilizados, porém podem comprometer a estrutura nativa da proteina. Também
podem ser utilizadas técnicas de clarificagdo para remocéao de pigmentos, por exemplo, através
da utilizacdo de polietilenoglicol (PEG 8000) (WITITSUWANNAKUL et al., 1998) e carvéo
ativado (GOMES et al., 2013).

Apos a extracdo e purificacdo parcial, diversos métodos cromatograficos podem ser
usados para purificacdo de lectinas (Figura 2). Essas técnicas cromatograficas separam as
lectinas de acordo com a massa molecular (cromatografia de gel filtracdo ou exclusao
molecular), carga (cromatografia de troca ibnica) e afinidade especifica de ligacdo a
carboidratos (cromatografia de afinidade) (COELHO et al.,, 2012; SANTOS et al., 2013).
Alguns protocolos de purificagdo utilizam um ou mais métodos cromatogréficos.

Na cromatografia de troca i6nica (Figura 2A) a proteina é separada em funcdo de sua
carga liquida. Proteinas com carga de sinal contrario a da matriz insoltvel ficardo adsorvidas,
enquanto as de carga similar (ou seja, com nenhuma ou pouca interacdo com a matriz) serdo
eliminadas na etapa de lavagem. Para dessorcéo das proteinas que se ligaram a matriz, a coluna
é lavada com uma solucdo de maior forca idnica ou por alteracdo do valor de pH do meio
(PAIVA et al., 2011). Uma das matrizes mais utilizadas nesta cromatografia é a celulose, como
por exemplo, a carboximetil (CM) celulose, um trocador catiénico, e a dietilaminoetil (DEAE)
celulose, um trocador anidnico.

A cromatografia de exclusdo molecular ou de gel filtragdo (Figura 2B) € um método que
baseia na separacdo de biomoléculas de acordo com seu tamanho. A matriz utilizada nessa
coluna é formada por polimeros que possuem pequenos poros, nos quais as moléculas menores
penetram e vao migrando lentamente, enquanto as maiores ndo penetram Nnos poros e Sao
eluidas primeiro (SILVA 2018). Essa cromatografia € muito utilizada tanto para obter
preparagdes proteicas homogéneas (PROCOPIO et al., 2017b) como para definicio da massa
molecular nativa da proteina (BRITO et al., 2017). Como exemplo de suporte de exclusdo

molecular utiliza-se a Superdex e Sephadex.
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Figura 2 - Métodos cromatograficos utilizados na purificagdo de proteinas: (A) Cromatografia de troca idnica, (B)
Cromatografia de exclusdo molecular e (C) Cromatografia de afinidade.
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A cromatografia de afinidade (Figura 2C) baseia-se na habilidade das lectinas de se

ligarem especificamente a carboidratos presentes na matriz. Esses acUcares ligantes sao
componentes da propria matriz ou sdo covalentemente imobilizados a um suporte insolavel. A
proteina desejada é geralmente obtida com alto grau de pureza, alterando-se as condi¢des de pH
(SA et al., 2008), forca idnica (LUZ et al.,
um competidor (CORIOLANO et al., 2012).

A caracterizacdo de lectinas é realizada por meio da determinacdo de diferentes

2013) ou pela eluigdo com uma solugdo contendo

propriedades relacionadas com a estrutura e a atividade biologica da molecula. Métodos
eletroforéticos, uni ou bidimensional, s&o utilizados para avaliar a homogeneidade da proteina,
definir a natureza da carga liquida da proteina e o peso molecular das subunidades
(PATRIOTA et al., 2017). A eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) sob condicdes
desnaturantes (presenca de dodecilsulfato de sodio) e redutoras (na presenca de R-

mercaptoetanol) revela a composicdo e a massa molecular de subunidades (COELHO et al.,

2012).
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A temperatura e o pH podem causar alteragGes na estrutura tridimensional de uma
proteina, podendo causar desnaturagdo. Algumas lectinas sdo termossensiveis, outras
termoestaveis, tendo sua atividade otimizada em determinadas temperaturas. As lectinas do
cogumelo Ganoderma capense e da sarcotesta do fruto de Punica granatum mantém sua AH
apos exposicdo a 100 °C, enquanto a lectina de Schinus terebinthifolius mantém uma atividade
méxima a 50 °C (NGAI & NG, 2004; GOMES et al., 2013; SILVA et al., 2018). Com relagéo
ao pH, em alguns casos a mudanca néo afeta a atividade (WITITSUWANNAKUL et al., 1998),
em outros a lectina perde sua atividade em determinada faixa de pH, como é o caso da lectina
da inflorescéncia de Alpinia purpurata (BRITO et al., 2017).

Algumas lectinas contém metais em sua estrutura, dependendo da presenca de ions para
exercer sua atividade biologica (SHARON & LIS, 1990). A lectina de Macrotyloma axillare
necessita de Ca®* e Mn*" para se ligar o carboidrato pelo qual tem afinidade (SANTANA et al.,
2008). A lectina da inflorescéncia de A. purpurata tem sua AH estimulada na presenca de
calcio e magnésio, embora ndo seja dependente desses ions (BRITO et al., 2017). Por outro
lado, a AH da lectina da folha de Phthirusa pyrifolia ndo tem sua atividade afetada por ions
metélicos (COSTA et al., 2010).

As técnicas de cromatografia liquida de rapida resolucdo (FPLC) e cromatografia
liguida de alta resolugdo em fase reversa (HPLC-RP) tém sido bastante utilizadas para
purificacdo mais refinada de lectinas (WONG & NG 2003; JIANG et al., 2009), bem como
para avaliar a homogeneidade, separar subunidades proteicas e determinar se séo monoméricas
ou ndo (KAWSAR et al., 2008; SILVA et al., 2009; ARAUJO et al., 2012).

2.1.2 Aplicacg0es biotecnoldgicas e atividades bioldgicas de lectinas

Por apresentarem a propriedade de se ligarem a glicoconjugados em solugdo ou em
superficies celulares, as lectinas sdo importantes ferramentas em diferentes aplicagdes
biotecnoldgicas (CORREIA et al., 2008), nas mais diversas &reas, tais como Ciéncias
Biologicas, Farmacia, Medicina.

Essas proteinas aparecem como ferramentas de destaque no campo da tecnologia de
bioreconhecimento, sendo utilizadas em estudos citoquimicos e histoquimicos com tecidos de
humanos e animais (LIMA et al., 2010), como moléculas de reconhecimento para diferenciacdo
de casos de cancer e hiperplasias benignas (KEKKI et al., 2017), como moléculas Uteis no
enderecamento de drogas (BIES et al., 2004) e no isolamento de glicoconjugados quando
imobilizadas em suportes insoltveis (NAPOLEAO et al., 2013).
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Trabalhos demonstraram a utilizagdo das lectinas como reconhecedoras especificas de
carboidratos, sendo empregadas nos diagndsticos de bactérias patogénicas (GAO et al., 2010).
Um teste de comparacdo de diferentes padrdes de aglutinacdo promovidos por 23 lectinas
apresentou potencial para uso na identificacdo de espécies de Mycobacterium (ATHAMNA et
al., 2006).

As atividades bioldgicas de lectinas incluem: atividade antiinflamatéria (MELO et al.,
2010), antitumoral (NUNES et al., 2012; TATSUTA et al.,, 2014; MONTE et al., 2014),
antifungica (SA et al., 2009; SANTANA et al., 2009; RAMOS et al., 2014; PROCOPIO et al.,
2017b; SILVA et al., 2018), antibacteriana (MOURA et al., 2015; SILVA et al., 2016),
antiviral (SATO et al., 2011; KOHARUDIN et al., 2011; AKKOUH et al., 2015), nematicida
(MEDEIROS et al., 2018) e inseticida (NAPOLEAO et al., 2012; PAIVA et al., 2013;
OLIVEIRA et al., 2016), entre outras.

2.1.2.1 Atividade antimicrobiana de lectinas

O surgimento de microrganismos resistentes a antibioticos tem tornado necessaria a
busca por agentes eficazes com propriedades terapéuticas (YIM et al., 2013; RAMOS et al.,
2014). A resisténcia microbiana é um fendémeno biol6gico e natural e esta relacionado a
diferentes mecanismos bioquimicos que impedem a acdo dos medicamentos, sendo bastante
preocupante em todo o mundo, principalmente em ambientes hospitalares (BITTENCOURT
2014; MELIM, 2011). A propagacdo de bactérias resistentes pode ser associada por varios
fatores, tais como: o uso abusivo de antimicrobianos, antibidticos ineficientes devido a méa
utilizagdo, tempo de permanéncia hospitalar, cuidados em terapia intensiva, falta de
saneamento e falha na orientacdo da populagdo (BITTENCOURT 2014; NASCIMENTO,
2016).

Os antimicrobianos obtidos de plantas tém sido uma 6tima alternativa no tratamento de
doencas devido ao seu alto potencial terapéutico e menos efeitos colaterais quando comparados
com antimicrobianos sintéticos (CALIXTO 2005; BELLA CRUZ et al.,, 2010). Como
exemplos podem-se citar enzimas, 6leos essenciais e lectinas (PAIVA et al., 2010; PROCOPIO
et al., 2017a). Lectinas podem afetar o processo fisiologico dos microrganismos devido sua
interacdo com carboidratos encontrados na parede celular de bactérias e fungos, inibindo o
crescimento ou levando & morte (GOMES et al., 2014).

A lectina ligadora de quitina encontrada no rizoma Setcreasea purpurea inibiu a

germinacdo de Rhizoctonia solani, Penicillium italicum, Sclerotinia sclerotiorum e
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Helminthosporiun maydis (YAO et al., 2010). Lectina de Gastrodia elata inibiu o crescimento
dos fungos fitopatdgenos Valsa ambiens, R. solani, Gibberella zeae, Ganoderma lucidum e
Botrytis cinerea. Lectinas de raizes de Bauhinia monandra e rizoma de Microgramma
vacciniifolia apresentaram atividade contra espécies de Fusarium (SOUZA et al., 2011;
ALBUQUERQUE et al., 2014). Lectina recombinante de Aleuria aurantia, expressa em E.
coli, demonstrou atividade contra Mucor racemosus (AMANO et al., 2012). A lectina da
semente de Castanea molissima foi eficaz frente aos fungos Botrytis cinerea, Mycosphaerella
arachidicola e Physalospora piricola (WANG; NG, 2003). Ja a lectina obtida das sementes de
Indigofera heterantha, teve agédo frente a Fusarium oxysporum, Aspergillus oryzie e Aspergillus
niger (QADIR et al., 2013). Lectina isolada de folhas de Schinus terebinthifolius apresentou
atividade frente a Candida albicans (GOMES et al., 2013).

Boteli et al. (2007) demonstraram que lectina de sementes de Pouteria torta é capaz de
formar uma camada na parede celular de Candida e alterar a sua estrutura e permeabilidade. De
acordo com Procépio et al. (2017b) a lectina de foliololos de Calliandra surinamensis
apresentou atividade antifngica contra Candida krusei causando alteracdes na morfologia
celular e danos a parede celular.

Lectinas antibacterianas ja foram isoladas de plantas como Myracrodruon urundeuva,
Punica granatum, Lablab purpureus, Moringa oleifera e Schinus terebinthifolius e de animais
como Bothrops leucurus e Crassostrea hongkongensis (SA et al., 2009; COSTA et al., 2010;
NUNES et al., 2011; HE et al., 2011; GOMES et al., 2013; SAHA et al., 2014; MOURA et al.,
2015; SILVA et al., 2016). A lectina da folha de Schinus terebinthifolius apresentou atividade
bactericida contra E. coli, K. pneumoniae, P. aeruginosa, Proteus mirabilis, S. aureus e
Salmonella enteritidis (GOMES et al., 2013). Petnual et al. (2010) demonstrou a atividade
antimicrobiana da lectina de rizoma de Curcuma longa para P. aeruginosa, S. aureus, B.
subtilis e E. coli.

Sugeriu-se que o mecanismo de acdo das lectinas antibacterianas € através da formacao
de poros na parede celular, o que induz a morte por extravasamento do conteudo celular
(CORREIA et al., 2008). Moura et al. (2015) mostraram que a lectina sollvel em &agua de
sementes da Moringa oleifera (WSMoL) foi capaz de inibir o crescimento bacteriano de
Bacillus pumillus, Bacillus megaterium, Micrococcus sp., Pseudomonas sp., Pseudomonas
stutzeri, Pseudomonas fluorescens e Serratia marcescens, WSMoL causou perda da integridade
da membrana celular de S. marcescens, resultando em liberacéo de proteinas intracelulares para

0 meio extracelular.
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2.2 A ESPECIE Bixa orellana L.

O urucueiro ou urucuzeiro (Figura 3A) é uma planta arbustiva denominada
botanicamente de Bixa orellana L., como forma de homenagear o botanico e explorador
Francisco Orellana (GIULIANO et al., 2003; SANDI et al., 2003). Pertencente a familia
Bixaceae, originada da América Tropical, e € uma planta de origem pré-colombiana encontrada
na flora amazo6nica. O nome popular do seu fruto, urucum, provém do vocabulo tupi uru-ku,
que significa “vermelho” (CASTRO et al., 2009).

Os primeiros registros escritos sobre o urucum séo encontrados na Carta de Pero Vaz de
Caminha ao Rei D. Manoel de Portugal em 1500, na qual descreve sobre diversas espécies
vegetais brasileiras, dentre elas, o urucum com a seguinte descri¢do: “... uns ourigos verdes, de
arvores que, na cor, queriam parecer de castanheiros, embora mais e mais pequenos, e eram
cheios duns grdos vermelhos pequenos, que, esmagados entre os dedos, faziam tintura
vermelha, de que eles andavam tintos. E quanto mais se molhavam, tanto mais vermelhos
ficavam” (FILGUEIRAS & PEIXOTO, 2002).

Bixa orellana trata-se de um arbusto grande ou arvore pequena que pode atingir de 3 a 6
m de altura, dependendo das condi¢des ecoldgicas e de sua idade. Cresce em altitudes de até
1000m, contudo, desenvolve-se melhor em zonas relativamente baixas, de 100 a 500 m,
suportando temperaturas de 24 a 35 °C (REVILLA, 2001; COELHO et al., 2003; OLIVEIRA,
2005; ROHDE et al., 2006). As flores (Figura 3B) sdo pentdmeras, com bastante estames e
inflorescéncias paniculadas terminais de coloracdo résea (JOLY, 1987); as folhas sdo simples,
glabras, medindo de 8 a 11 cm de comprimento; os frutos (Figura 3C e D) sdo ovdides, tipo
capsula e, dependendo da variedade, apresentam um denso revestimento de espinhos moles e
inofensivos de até 0,5 cm de comprimento; as cépsulas sdo chamadas de “cachopas” variando
de 360 a 4.900 por planta, comportando em seu interior uma média de 54 sementes (Figura 3E
e 3F), envoltas por arilos vermelhos que lhes ddo a cor caracteristica (JOLY, 1987). O
urucueiro pode florescer e frutificar durante o ano todo, porém, a maior ocorréncia sdo as
floradas na primavera e outra no final do verdo, esta Gltima em maior producdo (REBOUCAS;
SAO JOSE, 1996).
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Figura 3 - Bixa orellana. A: urucuzeiro B: flor do urucum; C e D: fruto; E: fruto aberto com sementes expostas;

F: sementes de urucum.

Fonte: ROSSONI Jr. (2008).

Em relacdo a aplicabilidade dessa planta, acredita-se que tenha sido uma das primeiras
plantas domesticadas pelas tribos indigenas brasileiras e peruanas quando extraiam um
pigmento vermelho das sementes usando para pintar o corpo em ritos cerimoniais e para
protecdo contra picadas de insetos e radiagdo solar (VAZQUEZ-YANES et al, 1999; SANDI et
al., 2003; BARBOSA FILHO 2006). Atualmente suas sementes sdo usadas nas industrias
alimenticia e cosmética (ALONSO 2004) empregadas como corante. Os extratos das sementes
apresentaram atividade larvicida contra Aedes aegypti, acdo antibacteriana e atividade
antimicrobiana (IROBI 1996; SANDI et al., 2003; GONCALVES et al., 2005); a decocgdo das
folhas é usada para combater vomitos na gravidez; o uso do da raiz para problemas digestivos
(CORREA & PENNA 1984). Além disso, outros usos populares das folhas incluem casos de
diarreia, dores renais, malaria, queimaduras, asma, como cicatrizante e diurético (ALONSO
2004).



25

3 ARTIGO - ISOLATION AND CHARACTERIZATION OF AN ANTIBACTERIAL
LECTIN FROM Bixa orellana LEAVES

ARTIGO A SER SUBMETIDO AO PERIODICO “Applied Biochemistry and Biotechnology”

Applied
Biochemistry
and Biotechnology

St N, S

Fator de impacto: 1.751

Instrugdes para autores: http://www.springer.com/chemistry/biotechnology/journal/12010



26

Isolation and characterization of an antibacterial lectin from Bixa orellana leaves

Poliana Karla Amorim? Robson Raion de Vasconcelos Alves®, Pollyanna Michelle da Silva®,
Maiara Celine de Moura®, Carlos Eduardo Sales da Silva®, Ana Rosa Peixoto®, Luana
Cassandra Breitenbach Barroso Coelho®, Patricia Maria Guedes Paiva®, Thiago Henrique

Napoledo®

®Departamento de Bioquimica, Centro de Biociéncias, Universidade Federal de Pernambuco,
Recife, Pernambuco, Brazil.
PDepartamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais, Universidade do Estado da Bahia, Juazeiro,

Bahia, Brazil.

*Corresponding author. Tel: +558121268540; fax: +558121268576.
E-mail address: thiagohn86@yahoo.com.br



27

Abstract

This work describes the purification and characterization of a lectin extracted from the leaves
of B. orellana (BoLL), as well as the evaluation of its antimicrobial activity. BoLL was isolated
from saline (0.15 M NaCl) extract through protein precipitation with ammonium sulphate (60%
saturation) followed by ion exchange (CM-Sephadex) and size exclusion (Sephadex G-75)
chromatographies. The lectin was characterized for profile in polyacrylamide gel
electrophoresis under denaturing conditions (SDS-PAGE), stability to temperature and pH
variations and hemagglutinating activity (HA) in the presence of ions. Antimicrobial activity of
BoLL was investigated against human and plant pathogens. BoLL was isolated with high
specific HA (purification fold: 53.27) and showed a single polypeptide band of approximately
19 kDa on SDS-PAGE. The HA of BoLL increased in the presence of Mg?®" ions, was resistant
to heating at 100 °C, stable at acidic pH, but lost when incubated at pH above 8.0. BoLL
showed bacteriostatic and bactericidal effects against Escherichia coli [minimal inhibitory
(MIC) and bactericide (MBC) concentrations of 400 and 800 ug/mL] and Staphylococcus
aureus (MIC and MBC: 400 pg/mL), as well as bacteriostatic effects against Bacillus
megaterium (MIC: 18.2 ug/mL) and Micrococcus luteus (MIC: 800 pg/mL). The lectin was not
active on Pectobacterium phytopathogenic bacteria and Candida species. In conclusion, the
leaves of B. orellana contain a thermostable lectin with antibacterial activity on human

pathogens, which stimulates future studies aiming at its biomedical application.

Key words: achiote; leaf lectin; antimicrobial activity; thermostable protein.
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Introduction

Lectins are proteins that interact with carbohydrates in a reversible and specific way.
They are widely found in nature and, in plants, have been isolated from leaves, barks, roots,
rhizomes, bulbs, pods, seeds, fruits and flowers. The ability to bind to carbohydrates present on
cell surfaces confers on lectins a range of biological properties, such as antitumor, antiviral,
antimicrobial, healing and insecticide activities (Paiva et al., 2011; Dias et al., 2015; Coelho et
al., 2017). Some plant lectins are part of the defense mechanisms against the action of
pathogenic microorganisms (Procdpio et al., 2017a).

The spread of drug-resistant microorganisms can be associated with several factors,
including the exacerbated and indiscriminate use of antibiotics. In the current scenario,
antimicrobials obtained from plants have been considered an alternative in the treatment of
infectious diseases caused by microorganisms resistant to commercial antibiotics, presenting
even fewer side effects (Calixto, 2005; Bella Cruz et al., 2010).

Bixa orellana L. is a shrubby plant that belongs to the family Bixaceae, coming from
tropical America. It is known as “urucuzeiro” in Portuguese and achiote in English. Its major
application is concentrated in the food industry, where it is used as a dye. In addition, seed
extracts presented larvicidal activity against Aedes aegypti, antibacterial action and anti-
Leishmania activity (Costa, 2013; Majolo et al., 2013; Vilar, 2015). Decoction of leaves is used
to combat vomiting in pregnancy and roots are used for digestive problems (Corréa and Penna,
1984). Other popular uses include cases of diarrhea, kidney pain, malaria, burns, and asthma
(Alonso, 2004).

In the context described above, the present work describes the purification of a lectin
(BoLL, B. orellana leaf lectin) from saline extract of B. orellana leaves and evaluation of its

antimicrobial activity against pathogens for humans and plants.
Materials and methods
Plant material and protein extraction
Leaves of B. orellana were collected at the Centro de Biociéncias of the Universidade
Federal de Pernambuco (UFPE), with authorization (no. 36301) of the Instituto Chico Mendes

de Conservacdo da Biodiversidade from Brazilian Ministry of Environment. The leaves were
left to dry during 3 days at 25 °C and then powdered using a blender.
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The leaf powder was added to 0.15 M NaCl (in the proportion of 10%, w/v) and the
suspension was stirred during 16 h a 28°C. Next, the material was passed through filter paper

and centrifuged (3,000 g, 15 min, 4 °C). The supernatant corresponded to the saline extract.

Protein concentration

Protein concentration was determined according to Lowry et al. (1951) using a standard

curve (31.25-500 pg/mL) of bovine serum albumin.

Hemagglutinating activity (HA) assay

The presence of lectins along the purification steps was monitored by the HA assay
performed as described by Procépio et al. (2017b). Rabbit erythrocytes treated with
glutaraldehyde (Bing et al., 1967) were used. The sample (50 pL) was serially two-fold diluted
in 0.15 M NacCl in a row of a 96-well microplate and then 50 pL of the erythrocyte suspension
were added to each well. Erythrocytes incubated only in 0.15 M NaCl were used as control.
The number of HA units corresponded to the reciprocal of the highest sample dilution that
promoted full agglutination of erythrocytes. Specific HA (SHA) was defined as the ratio
between HA and the protein concentration (mg/mL). The erythrocytes were collected as
approved by the Ethics Committee on Animal Use of UFPE (process 23076.033782/2015-70).

HA inhibition assay was performed using 0.2 M monosaccharides [L(+)-arabinose,
D(+)-galactose, D(+)-glucose and N-acetyl-D-glucosamine, D(+)-xylose e D(+)-raffinose], 0.2
M lactose, and 0.5 mg/mL glycoproteins (fetuin and bovine serum albumin). In these assays,
the 0.15 M NacCl solution was replaced by the carbohydrate/glycoprotein solutions and a

incubation step of 15 min was included before the addition of erythrocytes.

Lectin purification

The extract was treated with ammonium sulfate (60% saturation) according to Green
and Hughes (1955). The precipitated protein fraction (PF) and supernatant fraction (FS) were
dialyzed and evaluated for protein concentration and HA. FP (fraction with higher specific HA)
was then dialyzed (2 h) against 10 mM citrate phosphate pH 5.5 (2 h) and loaded (1 mL, 14 mg
of protein) onto a CM-Sephadex (Sigma-Aldrich, USA) column (7.5 x 1.5 cm) equilibrated

with this buffer at a flow rate of 0.3 mL/min. The column was washed with the equilibrating
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solution and the adsorbed proteins were eluted with 1.0 M NaCl. Fractions of 2 mL fractions
were collected absorbance at 280 nm was monitored using a GeneQuant ™ 1300
spectrophotometer (GE Healthcare Life Sciences, USA). The HA of all fractions was
determined.

Next, the peak called P1 (see ‘Results and discussion’) from CM-Sephadex
chromatography was dialyzed against distilled water, lyophilized, ressuspended in 0.15 M NaCl
and loaded (3.2 mg) onto a Sephadex G-75 (GE Healthcare Life Sciences, USA) column (20.0
x 2.0 cm) equilibrated with 0.15 M NaCl at a flow rate of 0.3 mL/min. Fractions were collected
and evaluated for absorbance at 280 and HA. The first protein peak obtained in this
chromatography was denominated BoLL.

Polyacrylamide gel electrophoresis (PAGE)

BoLL (100 pg) was submitted to PAGE in presence of sodium dodecyl sulfate (SDS) in
12% (w/v) acrylamide gel prepared according to Laemmli (1970). Polypeptide bands of the
lectin and molecular mass markers (bovine serum albumin, 66 kDa, ovalbumin, 45 kDa,
glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase, 36 kDa, bovine carbonic anhydrase, 29 kDa,
bovine trypsinogen, 24 kDa, soybean trypsin inhibitor, 20.1 kDa, a-lactaloumin, 14.4 kDa)
were stained with 0.02% (w/v) Coomassie Brilliant Blue R 250 in 10% (v/v) acetic acid.

Effects of temperature, pH and ions on BoLL HA

To evaluate the thermostability of BoLL, the lectin was incubated at different
temperatures (30—100 °C) for 30 min prior to the HA assay. For pH stability, the lectin was
incubated in different buffers with pH values between 4.0 and 12.0 for 12 h at 4 °C and then
HA was determined. Finally, the HA of BoLL was determined in presence of 20 mM CacCl; or
MgCl, ions.

Microorganisms

The following human pathogenic bacteria, provided by the Departamento de
Antibidticos from UFPE were used: Bacillus megaterium ATCC 14945, Escherichia coli
UFPEDA-224, Micrococcus luteus F00112, Pseudomonas aeruginosa ATCC 27853,
Salmonella enterica serovar. Enteritidis UFPEDA-414, Staphylococcus aureus UFPEDA-02,
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Streptococcus pyogenes ATCC 16642, Streptococcus pyogenes HC, and Streptococcus
pyogenes HRP. The phytopathogenic bacteria Pectobacterium carotovorum brasiliensis
UNEB-23, Pectobacterium carotovorum carotovorum UNEB-2, Pectobacterium sp. isolated
from arugula UNEB-25, and Pectobacterium sp. isolated from lettuce UNEB-28 were obtained
from the Phytopathology Laboratory of the Departamento de Tecnologia e Ciéncias Sociais
from the Universidade do Estado da Bahia. The fungi Candida albicans URM-7098, Candida
tropicalis URM-7092, Candida krusei URM-6391 and Candida parapsilosis URM-7087 were
from the culture collection Universidade Recife Mycologia (URM), Departamento de
Micologia, UFPE.

Human pathogenic bacteria were cultured in Mueller Hinton Agar (MHA) plates while
the phytopathogens were grown In Nutrient Yeast Dextrose Agar (NYDA), both overnight at
37 °C. The fungi were cultured in Sabouraud Dextrose Agar (SDA) at 28 °C overnight. Next,
the colonies were suspended in sterile 0.15 M NaCl and the optical density at 600 nm (ODggo)
was adjusted to equivalent of 10° colony-forming units (CFU) per mL.

Antimicrobial assay

The minimum inhibitory concentrations (MIC) of BoLL were determined by the
microtiter test proposed by the Clinical and Laboratory Standards Institute (2012). In 96-well
microtiter plates, the sample (passed through a 0.22 pm PVDF syringe filter) was added (80
uL) into the third well, from which it was serially diluted in sterile Milli-Q water to the twelfth
well of the same row. Subsequently, 40 puL of Mueller Hinton Broth, NYD medium or
Sabouraud Dextrose Broth was added to all wells, except the first, which was filled with 200
uL of the culture medium (corresponding to the sterility control). Finally, the microbial
suspension (80 puL; 10° CFU/mL) was added from the second well until the last well in the row.
The second well (containing microorganisms in the absence of the sample) corresponded to the
100% growth control. Plates were incubated at 37 °C (bacteria) or 28 °C (fungi) and ODggo Was
measured at time zero and after 24 h of incubation. The MIC corresponded to the lowest
concentration of BoLL capable of promoting a reduction >50% in ODgoo as compared with the
100% growth control. The antibiotics ampicillin and tetracycline were used as positive controls
for human pathogenic bacteria pathogenic and fluconazole for fungi.

For the determination of MBC, aliquots (10 pL) of the wells containing BoLL
concentrations >MIC were inoculated into petri plates containing MHA, NYDA or SDA, which
were subsequently incubated at 37 °C (bacteria) or 28 °C (fungi) for 24 h. The MBC
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corresponded to the lowest concentration of BoLL capable of reducing the number of CFU by
99.9% in regard with the initial inoculum. Each assay was performed in triplicate and three

independent experiments were performed.

Results and discussion

In this work, it was established a protocol for purification of a lectin from B. orellana
leaves and its antimicrobial activity was evaluated against species of human and plant
pathogens. Table 1 summarizes the results of BoLL purification, which started obtaining a
saline extract that showed SHA of 47.0. Aiming to eliminate some proteins without HA, the
extract was fractionated with ammonium sulfate. Lectin molecules were precipitated by the salt
since, after ressolubization and dialysis, HA was only detected in PF. This fraction showed a
much greater specific HA than the extract proving that the fractionation step led to partial
purification of lectin. The HA of PF was inhibited by the glycoproteins fetuin and bovine serum
albumin, by the monosaccharides L(+)-arabinose, D(+)-galactose, D(+)-glucose and N-acetyl-
D-glucosamine, and by disaccharide lactose (Table 2). This result confirms the presence of
lectins as agglutinating agents.

Chromatography of PF in CM-Sephadex column (Figure 1A) resulted in a peak (P1) of
non-adsorbed proteins with HA and a peak (P2) of adsorbed proteins eluted with 1.0 M NaCl
and that were not able to agglutinate erythrocytes. P1 showed specific HA higher than PF
(Table 1) and was loaded onto Sephadex G-75 column. This chromatography separated P1 in
two peaks (Figure 1B): the first presented higher specific HA (Table 1) and was called BoLL.

SDS-PAGE of BoLL revealed a single polypeptide band of approximately 19 kDa
(Figure 1C), confirming the homogeneity of the lectin and suggesting that it is a monomeric
protein or is constituted by subunits with similar molecular mass. The molecular mass of BoLL
was lower than that of PgTeL, the lectin from Punica granatum sarcotesta (26 kDa), but higher
than that of SteL.L, the lectin from Schinus terebinthifolus leaves (14 kDa) (Gomes et al., 2013;
Silva et al., 2016).

The hemagglutinating activity of BoLL was not significantly altered when it was heated
until 100 °C, revealing a high thermostability. Similar results were reported for lectins isolated
from Moringa oleifera seeds, Myracrodruon urundeuva bark, heartwood and leaves, Alpinia
purpurata bracts, Calliandra surinamensis leaf pinnulae, Microgramma vaccinifolia fronds,
and P. granatum sarcotesta (Coelho et al., 2009; Napoledo et al., 2011; Brito et al., 2017;
Patriota et al., 2017; Procdpio et al., 2017b; Silva et al., 2018). The thermostability of proteins
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may be due several factors, such as presence of disulfide bridges, better hydrogen bonding,
better hydrophobic internal packing as well as the presence of a disordered tertiary structure
(Vogt and Argos, 1997; Zavodszky et al., 2001; Carvalho et al., 2015).

The HA of BoLL was stable at acidic pH but lost when incubated at alkaline pH above
8.0. Although this result does not indicate that BoLL is not able to recognize sugars in alkaline
medium, it reveals that this lectin undergoes conformational changes that impact on the ability
of its carbohydrate-binding domains to promote erythrocyte agglutination. This should be
considered in future studies that require the application of BoLL in medium with pH higher
than 8.0.

The HA increased in the presence of Mg?* ions, similarly to reported for the lectin from
A. purpurata bracts (Brito et al., 2017) and M. vacciniifolia rhizome (Santana et al., 2012).
Bivalent ions may be required as an essential component within carbohydrate-binding sites of
some lectins or may have the capacity to affect the protein overall conformation, modulating
the protein activity (Santana et al., 2012).

BoLL showed bacteriostatic and bactericidal activity against E. coli and S. aureus and
bacteriostatic on B. megaterium and M. luteus (Table 3). Antibacterial activity was not detected
against the phytopathogenic isolates of Pectobacterium. In addition, BoLL was not active on
the Candida species evaluated.

The lectin SteLL was more effective than BoLL against E. coli (MIC and MBC of 8.75
and 115 pg/mL, respectively) and S. aureus (MIC and MBC of 1.75 and 7.18 ug/mL,
respectively) (Gomes et al., 2013). Conversely, BoLL was a more efficient antibacterial agent
than the lectin isolated from Canavalia maritima seeds, which was not active against E. coli
and S. aureus (Farias, 2013).

The antibacterial activity of lectins may be a consequence of the interaction with
teicuronic and theicuronic acids, peptideoglycans and lipopolysaccharides of the cell wall. The
lectins can form pores on the surface of the bacterial or fungal cells, causing leakage of the
cellular content (Paiva et al., 2010; Moura et al., 2015). In addition, these proteins can affect
physiological processes of the microorganisms due to their interaction with glycoconjugates in
the membrane of the microorganism which can generate intracellular responses, resulting in
inhibition of growth and/or death (Gomes et al., 2014; lordache et al., 2015). BoLL can bind N-
acetylglucosamine, which is a key component of peptidoglycan and glucosamines are also
components of lipopolysaccharides. The interaction of this lectin with these sugars may be
involved in their antibacterial activity.
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4. Conclusion

Leaves of B. orellana contain a thermostable lectin with antibacterial activity against

human pathogens, which stimulates future studies aiming at its biomedical application.
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Table 1. Summary of the purification of Bixa orellana leaf lectin (BoLL)

Sample Protein (mg/mL) HA Specific HA Purification fator
Extract 21.79 1,024 47.0 1

PF 13.91 8,192 588.9 12,52

P1 3.271 4,096 1,252 26.63

BoLL 0.4042 512 2,533 53.89

HA: hemagglutinating activity. Purification factor corresponds to the ratio between the specific HA in
the step and the specific HA of the extract. PF: precipitated fraction obtained after treatment of the
extract with ammonium sulphate (60% saturation). P1: pool of unadsorbed protein fractions from

chromatography of PF on CM-Sephadex column.
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Table 2. Hemagglutinating activity of PF (precipitated fraction obtained after treatment of the B.

orellana leaf extract with ammonium sulphate) in presence of carbohydrates and glycoproteins.

Glycoproteins

Concentration (mg/mL)

0.5 0.25 0.125 0.0625
HA
Fetuin 8 8 16 16
Bovine serum albumin 8 16 16 16

Carbohydrate Concentration (M)
0.2 0.1 0.05 0.025
HA
L(+)-arabinose 256 256 512 512
D(+)-galactose 1,024 2,048 4,096 8,192
Lactose 2,048 8,192 8,192 8,192
D(+)-glucose 2,048 8,192 8,192 8,192
N-acetyl-D-glucosamine 4,096 4096 8,192 8,192

HA of PF in absence of carbohydrates and glycoproteins: 8,192

Table 3. Antibacterial activity of Bixa orellana leaf lectin (BoLL)

Bacteria BoLL (pg/mL)
MIC MBC
Escherichia coli 400 800
Micrococcus luteus 800 ND
Staphylococcus aureus 400 400
Bacillus megaterium 18.2 ND

MIC: minimal inhibitory concentration. MBC: minimal bactericidal concentration.



3 - T 45
A p1
14
25 1
135
2 1 +3
125
£ 5 <
d r2 I
o~N
o 1 115 8
g [
0.5 - P2
-y {05
0 44—+ a‘r—:.m/!\a*?“.fﬁ-’wu.,: teret 0

1

3 56 7 9 11 13 15 17 19 21 23 256 27

Fractions
-#-0.1 M citrate-phosphate pH 55 —<©-10MNaCl ——logHA
B 1.2 BolLL T 16
- + 14
T1.2
0.8 14
E 0.6 +08 <
S b
™ 106 @
8 0.4 B o
= 0.2 .
' + 0.2
0 He——— $ A8 {atat 0
1 3 5 F 9 1143 1617 19:21 23:25 27
Fractions
-8-0.15 M NaCl —%-log HA
38
31
24 N
<—BolL
17 .
12 —
—

40

Figure 1. Purification of Bixa orellana leaf lectin (BoLL). (A) Chromatography of PF on CM-Sephadex
column equilibrated with citrate-phosphate buffer. Adsorbed proteins were eluted with 1.0 M NaCl. (B)
(B) Cromatography of P1 on Sephadex G-75 column equilibrated with 0.15 M NaCl. (C) SDS-PAGE of

molecular mass markers and BoLL.
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4 CONCLUSOES

e BoLL foi isolada eficientemente através de precipitacdo com sulfato de aménio,
cromotografia de troca idnica em CM-Sephadex e cromatografia de exclusdo molecular
em Sephadex G-75.

e A lectina mostrou ser termoestavel e sensivel a incubacdo em pH alcalino.

e BoLL teve sua capacidade de aglutinar eritrécitos estimulada por fons Mg*.

e BoLL apresentou uma Unica banda polipeptidica de 19 kDa em SDS-PAGE

e A lectina foi apresentou atividades bacteriostatica e bactericida sobre patdgenos

humanaos.
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