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RESUMO
A lectina coagulante de sementes de M. oleifera (cMoL) foi purificada em quantidades de
miligramas por cromatografia de afinidade através do gel de guar, preparado por uma
metodologia simples. As caracteristicas da cMoL foram confirmadas por teste de estabilidade
da lectina frente a variagdes de potencial de hidrogénio e na temperatura, usando uma sonda
fluorescente (bis-ANS) [(bis(8-anilinonaftaleno-1-sulfonato)]. A lectina foi avaliada quanto a
sua atividade antimicrobiana contra fungos e bactérias, também foi inoculada em coelhos para
desenvolvimento de um anticorpo policlonal. O anticorpo foi testado por imunodifusdo quanto
a capacidade de interagir com preparaces da semente: extrato, a fragdo precipitada e cMoL,
além de outras lectinas WSMoL e ConA. Também foi aplicado em um imunossensor, utilizando
a Metal-Organic Frameworks, como suporte eletroquimico para imobilizar 1gG anti-
cMoL/cMoL, essa interacdo foi avaliada na presenca do inibidor galactose. A cMoL também
foi caracterizada por potenciometria e microscopia eletronica de varredura (MEV). Além disso,
foi aplicada como biossensor para o controle residual do corante indigo carmim. Por fim, foi
avaliada a atividade antimicrobiana de cMoL contra isolados clinicos Cryptococcus
neoformans. A lectina dessorvida por galactose com atividade de hemaglutinacao especifica
de 1.280 mostrou eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida com subunidades
principais de pesos moleculares de 26,5 e 19 KDa e ponto isoelétrico 9,8. Foram observados
picos de fluorescéncia relacionados com a exposi¢cdo de grupos hidrofébicos de cMoL, porém
essas alteracdes estruturais ndo inibiram a atividade hemaglutinante de cMoL. A lectina inibiu
o crescimento de C. neoformans e Candida tropicalis, com 64 e 62,5 microgramas/mililitros de
lectina, respectivamente. A atividade fungicida foi observada em C. albicans, C. tropicalis (4
miligramas/mililitros) e C. neoformans (256 microgramas/mililitros). O anticorpo foi capaz de
interagir com as preparacdes e com WSMoL; nenhuma reagéo foi observada com ConA. Esses
resultados foram revelados apds a terceira inoculagdo, no qual foi observada uma linha de
precipitacdo atraves de imunodifusdo. As variagdes no potencial do imunossensor indicaram
diferentes etapas de producao do IgG anti-cMoL. Quando inibida com o carboidrato, cMoL néo
interagiu com o anticorpo, podendo indicar que a ligacdo ocorre pelo dominio de
reconhecimento ao carboidrato. A cMoL apresentou variacbes de potencial elétrico que
indicaram suas cargas elétricas caracteristicas, com um aumento no potencial apds adicdo da
galactose no meio eletrolitico. A MEV revelou as caracteristicas estruturais de cada componente
da montagem do eletrodo. O biossensor utilizando cMoL como elemento para o controle
residual do corante, mostrou variagdes de corrente elétrica nas amostras do corante antes e apos

o0 tratamento eletroquimico. A cMoL inibiu o crescimento dos isolados C. neoformans, CMI



64-128 microgramas/mililitros. Em concluséo, a cMoL purificada por meio de um protocolo de
afinidade com gel de guar simples, mostrou propriedades bacteriostaticas, fungistaticas e
fungicidas. A lectina foi imunogénica, IgG anti-cMoL aplicado ao imunosenssor foi eficaz na
avaliacdo das interacdes biologicas e indicaram que as ligagcdes ocorreram através do dominio
de reconhecimento ao carboidrato. A lectina foi caracterizada por métodos eletroquimicos e

mostrou eficcia como biossensor na identificagdo residual do corante indigo carmim.

Palavras chave: acécia-branca; lectinas de plantas; anticorpos; métodos eletroquimicos;

biossensores; atividade antimicrobiana.



ABSTRACT
The coagulant lectin from M. oleifera seeds (cMoL) was purified in milligram amounts by
affinity chromatography through the guar gel, prepared by a simple methodology. The
characteristics of cMoL were confirmed by testing the stability of the lectin against changes in
hydrogen potential and temperature, using a fluorescent probe (bis-ANS) [(bis(8-
anilinonaphthalene-1-sulfonate)]. Antimicrobial activity against fungi and bacteria, was also
inoculated in rabbits to develop a polyclonal antibody. The antibody was tested by
immunodiffusion for its ability to interact with seed preparations: extract, the precipitated
fraction and cMoL, besides other lectins WSMoL and ConA. It was also applied in an
immunosensor, using Metal-Organic Frameworks as electrochemical support to immobilize
IgG anti-cMoL/cMolL, this interaction was evaluated in the presence of the galactose inhibitor.
cMoL was also characterized by potentiometry and scanning electron microscopy (SEM), in
addition, it was applied as a biosensor for the residual control of the indigo carmine dye. of the
antimicrobial activity of cMoL against clinical isolates Cryptococcus neoformans. The
galactose-desorbed lectin with specific hemagglutination activity of 1,280 showed two-
dimensional polyacrylamide gel electrophoresis with major subunits with molecular weights of
26.5 and 19 KDa and isoelectric point 9.8. Fluorescence peaks related to the exposure of
hydrophobic groups of cMoL were observed, but these structural changes did not inhibit the
hemagglutinating activity of cMoL. The lectin inhibited the growth of C. neoformans and
Candida tropicalis, with 64 and 62.5 micrograms/milliliters of lectin, respectively. The
fungicidal activity was observed in C. albicans, C. tropicalis (4 milligrams/milliliters) and C.
neoformans (256 micrograms/milliliters). The antibody was able to interact with the
preparations and with WSMoL; no reaction was observed with ConA. These results were
revealed after the third inoculation, in which a precipitation line through immunodiffusion was
observed. Variations in immunosensor potential indicated different stages of production of anti-
cMoL IgG. When inhibited with carbohydrate, cMoL did not interact with the antibody, which
may indicate that binding occurs through the carbohydrate recognition domain. cMoL showed
variations in electrical potential that indicated its characteristic electrical charges, with an
increase in potential after addition of galactose in the electrolytic medium. The SEM revealed
the structural characteristics of each component of the electrode assembly. The biosensor using
cMoL as an element for the residual control of the dye, showed variations in electrical current
in the dye samples before and after the electrochemical treatment. cMoL inhibited the growth
of C. neoformans isolates, CMI 64-128 micrograms/milliliters. In conclusion, cMoL purified

by means of a simple guar gel affinity protocol showed bacteriostatic, fungistatic and fungicidal



properties. The lectin was immunogenic, 1gG anti-cMoL applied to the immunosensor was
effective in evaluating biological interactions and indicated that the links occurred through the
carbohydrate recognition domain. The lectin was characterized by electrochemical methods and

showed efficacy as a biosensor in the residual identification of the indigo carmine dye.

Keywords: white wattle; plant lectins; antibodies; electrochemical methods; biosensors;

antimicrobial activity.



Figura 1-
Figura 2 -

Figura 3 -
Figura 4 -

Figura 5 -

Figura 6 -

Figural -
Figura 2 -

Figura 3 -

Figura 4 -

Figura 5 -

ARTIGO 2 -

LISTA DE FIGURAS

FUNDAMENTAGCAO TEORICA
Representacdo esquematica de aglutinacéo de eritrdcitos por lectinas

e inibicdo da atividade hemaglutinante por carboidratos

Esquema representativo da classificacédo estrutural de lectinas
Arvore Moringa oleifera e as diferentes partes da planta
Arquiteturas moleculares de poliedros metal organicos discretos
(MOPs) e estruturas tridimensionais (MOFs).

Esquema representando a célula elétroquimica, eletrodo de
trabalho, eletrodo de referéncia e solucéo eletrolitica

Estrutura geral de um anticorpo. Imunoglobulinas IgM, 1gG, IgA,
IgD e IgE

ARTIGO 1: PURIFICACAO DA LECTINA COAGULANTE
DE Moringa oleifera (cMoL) POR GEL DE GUAR OBTIDO
POR UM METODO SIMPLES, AVALIA(;AO DE SUAS
ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E IMUNOGENICA E
APLICACAO EM IMUNOSSENSOR.

Eletrodo de trabalho modificado, PtYMOF/cMoL

Célula eletroquimica, contendo o eletrodo de referéncia Ag/AgCl e
0 eletrodo de trabalho modificado, pt/mof/cMoL, ambos ligados a

um medidor potenciométrico

Purificacdo da lectina coagulante Moringa oleifera (cMoL) isolada
utilizando o gel de guar preparado por Appukutan et al (1977).
Analise das mudancas conformacionais em cmol ap0s aquecimento
e incubacdo em diferentes valores de pH

Imunodifuséo e potencial eletroquimico

CARACTERIZACAO DA LECTINA COAGULANTE DE
SEMENTES DE Moringa oleifera (cMoL) E APLICACAO NO
CONTROLE DE CORANTES PRESENTES EM EFLUENTES
DE INDUSTRIA TEXTIL DEGRADADOS POR UMA NOVA
METODOLOGIA, UMA ABORDAGEM ELETROQUIMICA

21

23

25
27

28

31

43
44

57

58

59



Figural -
Figura 2 -
Figura 3 -

Figura 4 -

Figure 5 -

ARTIGO 3 -

Figural -

Sistema eletroquimico mostrando mecanismo de eletrocoagulacao.
Potencial eletroquimico de eletrodos

Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) revelando estruturas:
cristais da MOF de [Cu3(BTC)2.(H20)3]n

Solucdo de corante exibindo o processo de coagulacdo apds o
tratamento eletroquimico

Voltamograma ciclico com amostras antes do tratamento, apos o
tratamento na pilha de aluminio e também, apds o tratamento por
eletrdlise

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA LECTINA
COAGULANTE DE SEMENTE DE Moringa oleifera (cMoL)
CONTRA ISOLADOS CLINICOS DE Cryptococcus neoformans

Representacao esquematica de cMoL interagindo com o patdégeno
Cryptococcus neoformans, cMoL inibida pela galactose se ligou a

cepa patogénica

68
72
73

74

74

84



ARTIGO 1-

Tabela 1 -
Tabela 2 -
ARTIGO 2 -

Tabela 1 -

ARTIGO 3 -

Tabela 1-

LISTA DE TABELAS

PURIFICAC}AO DA LECTINA COAGULANTE DE Moringa
oleifera (cMoL) POR GEL DE GUAR OBTIDO POR UM
METODO SIMPLES, AVALIACAO DE SUAS ATIVIDADES
ANTIMICROBIANA E IMUNOGENICA E APLICAQAO EM
IMUNOSSENSOR

Resumo da purificacdo cMoL

Avaliacdo da atividade antimicrobiana do cMoL contra bacteérias,
fungos filamentosos e leveduras

CARACTERIZACAO DA LECTINA COAGULANTE DE
SEMENTES DE Moringa oleifera (cMoL) E APLICACAO NO
CONTROLE DE CORANTES PRESENTES EM EFLUENTES
DE INDUSTRIA TEXTIL DEGRADADOS POR UMA NOVA
METODOLOGIA, UMA ABORDAGEM ELETROQUIMICA

Medicéo do pH das amostras

ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA LECTINA
COAGULANTE DE SEMENTE DE Moringa oleifera (cMoL)
CONTRA ISOLADOS CLINICOS DE Cryptococcus neoformans
Perfil de inibicdo de CIM 50 exibindo a concentragdo minima
inibitéria (CMI) e concentracdofungicida minima (CMF) de
isolados de C. neoformans frente a lectina coagulante de sementes
de M. oleifera (cMoL)

Perfil de inibicdo de CIM 50 exibindo a concentra inibitoria
minima (CIM) e concentracdo fungicida minima (CFM) de
isolados de C. neoformans frente a lectina coagulante de sementes
de M. oleifera (cMoL).

56
56

70

84



LISTA DE ABREVIATURAS

AH Atividade Hemaglutinante

AHE Atividade Hemaglutinante Especifica

CMI Concentra¢do Minima Inibitoria

CMF Concentra¢do Minima Fungicida

CMB Concentracdo Minima Bactericida

cMoL Lectina Coagulante de Moringa oleifera
ConA Concavalina A

DRC Dominio de reconhecimento ao carboidrato
EB Extrato Bruto

Ig Imunoglobulina

M Concentracéo Molar

MOFs Metal organic frameworks

MOPs Poliedros metal organicos

WSMoL Lectina de Moringa oleifera solivel em agua
SDS Sulfato Sodico De Dodecila

SDS-PAGE Eletroforese em Gel de Poliacrilamida Contendo Sulfato S6dico de Dodecila



1.1
111
1.1.2

2.1
211
2.1.2
2.1.3
2.2
2.2.1
2.2.2
2.3
2.4
24.1
2.4.2
2.4.3
244
2.5
2.6
2.6.1

SUMARIO

INTRODUGAO.........ooiieieeieeeeeeeeeeeeee s eeeesae s 18
OBUIETIVOS.....cect ettt 20
ODBJEtiVO GEral......c.eeieee e e 20
ODbjetivos €SPECITICOS. .....uiieiriiieeere e 20
FUNDAMENTAGCAO TEORICA........ooovveeeereeereseeeeevseienseen s, 21
LECTINAS. .ottt 21
ASPECLOS GEIAIS. ....veeveeeieirieiteeie st e see e e e e st re s e s e e be s e e sta e teeneanaesreerens 21
Classificacao e estrutura das [€CtINGS...........ccoeveerveriiiieniee e 22
Aplicacgdes bioldgicas das 1eCtiNaS..........cooevrererinienerere s 23
MOKINQA OlEITEIA.......ecii et 24
CaraCteriStiCas gEIAIS......ccveiuerreerieeiiesiesteeireseeseeste s e seesteseesreesresneesreenee s 24
Lectinas das sementes de M. oleifera..........cccocevveveeieiinneeic e 25
METAL-ORGANIC FRAMEWORKS MOFS.......ccocciiiiiiee e 26
METODOS ELETROQUIMICOS.......c.ooiiiirireiniineineissieienesseeesenenns 27
Célula EIetroqUIMICA......c.cciviiieiie e 27
a0 CcTaTo o] 4 T=] 1 - VSRS 29
Voltametria CICHICA.........coveveiee s 29
Microscopia eletronica de Varredura............ccovveveieeieeie s 30
BIOSSENSORES........coiiiiiieiee et 30
ANTICORPOS..... .ot 31
Desenvolvimento de anticorpos policlonais contra lectinas de plantas.....32

ARTIGO 1 -PROTOCOLO SIMPLES PARA PURIFICAR A (CMOL)
LECTINA COAGULANTE DE SEMENTES DE MORINGA
OLEIFERA COM ATIVIDADES ANTIMICROBIANA E
IMUNOGENICA 34
ARTIGO 2- CARACTERIZACAO DA (CMOL) LECTINA
COAGULANTE DE SEMENTES DE MORINGA OLEIFERA E
APLICACAO NO CONTROLE DE CORANTES PRESENTES EM
EFLUENTES DE INDUSTRIA TEXTIL DEGRADADOS POR UMA
NOVA METODOLOGIA, UMA ABORDAGEM ELETROQUIMICA

61



ARTIGO 3-ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DA (CMOL) LECTINA
COAGULANTE DE SEMENTE DE MORINGA OLEIFERA CONTRA
ISOLADOS CLINICOS DE CRYPTOCOCCUS NEOFORMANS 79
CONCLUSOES.........ootiietceeteeeeesee e es s ses st 88
REFERENCIAS. ......ooiietieeeeeeeee st enes s st ensssn e, 88

ANEXO - ARTIGO PUBLICADO NA REVISTA EXPERIMENTAL
PARASITOLOGY tutuiiuiiiiiuiniiiiiiiiiiiiieieiiiieieceieietacciecacncnsnnn. 96



18

1 INTRODUCAO

Moringa oleifera ¢ conhecida como “arvore milagrosa” devido suas multiplas
aplicacdes e capacidade de adaptacdo (ZAINAB et al., 2020), é uma espécie vegetal adaptada
a condicoes climaticas diversas, umidade elevada ou estiagens e também solos com deficiéncia
nutricional, a planta é rica em nutrientes e biomassa (SULTANA et al., 2020; NEMEC et al.,
2020), o extrato de suas sementes possuem acao antimicrobiana e antioxidante (HOWY ZEH et
al., 2018) e os fitoquimicos mostraram efeito contra o diabetes, € bastante utilizada no
tratamento de agua, devido & lectinas e compostos coagulantes presente em suas sementes
(SANTOS et al., 2009; NTIBREY et al., 2020; ADESINA et al., 2021), as lectinas e o0s
compostos da sementes de M. oleifera também tém demonstrado diversas atividades biologicas
(ASADUZZAMAN et al., 2018; SANTOS et al 2020; MEDEIROS et al., 2020; XIONG et al.,
2021).

As lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza, desde microrganismos,
vertebrados, invertebrados e plantas (VASTA et al 2021), estdo inseridas em um grupo diverso
de proteinas ou glicoproteinas, que nao obtiveram sua origem a partir de um sistema
imunoldgico, possuem a habilidade de formar ligacdes especificas e com elevada afinidade aos
carboidratos, ligando-se as estes através do Dominio de Reconhecimento aos Carboidratos
(DCR) (COELHO et al., 2017). Sua capacidade de formar ligacdes especificas reversiveis a
monossacarideos, oligossacarideos, polissacarideos, glicoconjugados celulares além de
acucares livres, as tornam relevantes e Gnicas no reconhecimento de moléculas ou de alteracdes
no padrdo de glicosilagdo da membrana celular (SILVA et al., 2016; COELHO et al., 2017;
GAUTAM et al., 2020), sdo capazes de reconhecer especificamente 0s aglcares expostos na
membrana celular ou na composicdo da parede celular de microrganismos, e formar
mecanismos de aglutinacdo (SILVA et al., 2018). Atualmente, estudos demonstram aplicagoes
de lectinas em diversas areas como por exemplo, na imunoterapia (GUPTA et al., 2020), no
controle de parasitas (MEDEIROS et al., 2020), no diagndstico e terapia contra o cancer
(GAUTAM et al.,, 2020; TAMILARASAN et al., 2021) e atividade antimicrobiana
(CORIOLANO et al., 2019).

A caracterizagdo estrutural de lectinas tem sido feita por métodos eficazes, porém a
aquisicao das analises podem exigir diversas etapas, 0 uso de diversos reagentes e equipamentos
complexos (CHEN et al 2019; PARTHIBAN et al 2020), neste sentido, os biossensores
eletroquimicos tem de destacado por serem econémicos, uma vez que utilizam quantidades
minimas de amostras, podem ser livres de reagentes e de rétulos, sdo sistemas analiticos que

produzem respostas rapidas e detectam as amostras com elevada sensibilidade (LI et al., 2011;
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Silva et al., 2016; TAKALOO et al., 2021), sdo instrumentos analiticos que integram materiais
bioldgicos ativos adsorvidos em uma superficie de transdugédo, quantificando ou qualificando
as amostras, indicando transformacBes quimicas ou bioguimicas na superficie do sensor
(BETTAZI et al., 2017). Biossensores para lectinas sdo capazes de detectar aclcares simples,
glicoconjugados, células e microrganismos (ABREU et al., 2017) portanto, j& foram utilizados
na diferenciacdo de alteracbes nos padrdes de glicosilagdo exibidos por células tumorais
(SILVA et al., 2016), no diagnostico da dengue (ANDRADE et al.,, 2011) e selecdo de
patégenos de importancia médica (OLIVEIRA, 2011; SA et al., 2020).

Para uma bioandlise eletroquimica de sucesso é necessario que 0 processo de
imobilizacdo da proteina ndo implique em perda de sua atividade biolégica, devido a
desnaturacdo, o que quase sempre ocorre quando a biomolécula é diretamente adsorvida em
uma superficie metalica (ABREU et al., 2017), desta maneira, a incorporacao destas proteinas
em uma matriz polimérica podem evitar que isto ocorra, pois neste método ndo existem ligagdes
quimicas que promovam altera¢6es na sua funcao bioldgica (OLIVEIRA et al., 2013; TRAN et
al 2021). Uma classe especial de polimeros, as MOFs (Metal-Organic Frameworks), séo
conhecidas como gaiolas moleculares, elas podem ser utilizadas como suporte, para
imobilizacdo de biomoléculas, devido a suas excelentes propriedades como por exemplo,
extensa area de superficie e elevada porosidade e podem melhorar significativamente o
desempenho analitico de um biosensor (AHMAD et al., 2015; ZHANG et al 2021).

O objetivo desta tese foi caracterizar a lectina coagulante de semente de M. oleifera
cMoL por métodos eletroquimicos e imunogenicidade e avaliar suas aplicacdes bioldgicas. O
primeiro artigo aborda a purificacdo da lectina por um novo protocolo para obtengédo do gel de
guar compondo uma matriz de afinidade, também revela a caracterizacdo parcial da lectina e
aplica¢des como, atividade antimicrobiana e imunogenicidade, além disso um imunosensor foi
projetado, utilizando a MOF de [Cus (BTC) 2 (H20) 3] como suporte eletroquimico para
imobilizar cMoL e IgG anti-cMoL, com o intuito de caracterizar as interagdes bioldgicas. O
segundo artigo esta relacionado com a caracterizacao eletroquimica de cMoL, e sua aplicacéo
como biossensor atuando no controle de residuos de um corante sintético, degradado por uma
nova metodologia. O artigo trés avalia a atividade antimicrobiana de cMoL frente a isolados

clinicos de Cryptococcus neoformans.
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OBJETIVOS

1.1.1 Objetivo geral

Purificar cMoL através de um método simples para produzir o gel de guar e caracterizar

a lectina por métodos eletroforéticos e eletroquimicos, avaliar sua imunogenicidade, atividade

antimicrobiana e aplicacdo em um biossensor eletroquimico.

1.1.2 Obijetivos especificos

Purificar cMoL utilizando cromatografia de afinidade em gel de guar, produzido por um
protocolo simples;

Caracterizar cMoL por eletroforese SDS- PAGE, sob condi¢des nativas para proteinas
acidas ou bésicas e bidimensional,

Realizar analise da estrutural de cMoL, frente a agentes desnaturantes variac6es de pH e
temperatura;

Avaliar atividade antimicrobiana de cMoL;

Desenvolver antissoro de coelho contra cMoL;

Caracterizar IgG anti-cMol através de imunodifusao;

Caracterizar cMoL e IgG anti-cMoL por métodos eletrogquimicos: Potenciometria,
Voltametria e Microscopia Eletronica de Varredura;

Utilizar um sistema eletroquimico composto por recipientes de aluminio, formando pilhas
de aluminio, para tratamento de amostras aquosas contendo corantes do tipo indigo -
carmim que simula o efluente téxtil;

Obter voltamogramas ciclicos (CV) utilizando biossensor com cMoL imobilizada na
superficie MOF/eletrodo de platina com diferentes concentragdes de corante e investigar o
potencial de oxi-reducéo aglutinacdo desses poluentes;
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2 FUNDAMENTAGCAO TEORICAT6
2.1 LECTINAS

2.1.1 Aspectos gerais

Lectinas sdo proteinas ou glicoproteinas, que ndo foram originadas de um sistema
imune, sdo capazes de formar ligacdes seletivas aos carboidratos e glicoconjugados livres ou
aderidos na superficie celular (COELHO et al., 2017; ENAM et al., 2021). Elas podem decifrar
porcdes glicanos dos glicoconjugados celulares, de elevada diversidade estrutural, com
variacdes na posi¢do anomeérica (a ou B) ¢ de pontos de ligacao entre as hexoses, podendo gerar
respostas biolégicas variadas (LUDWIG et al., 2019). As lectinas podem ser encontradas nos
diversos reinos bioldgicos de vertebrados, invertebrados, microrganismos e plantas, no qual séo
abundantes em sementes de leguminosas (COELHO et al., 2017; GAUTAM et al., 2019), elas
podem ser agrupadas de acordo com 0 organismo ou microrganismo de origem como por
exemplo: lectinas de algas, de plantas, animais e bactérias (DAMME et al., 1998; VAN
DAMME, 2007; MISHRA et al., 2019; NIVETHA et al., 2021). A deteccdo de lectinas é
observada pelo ensaio de hemaglutinacdo (AH) (Figura 1a), que consiste em ligacdes
simultaneas entre as lectinas e os carboidratos da superficie dos eritrocitos formando uma rede
de conexdo que pode ser inibida na presenga de um carboidrato especifico (Figura 1b)
(SANTOS et al., 2013).

Figura 1 - Representacdo esquematica de aglutinacao de eritrdcitos por lectinas e inibi¢do da atividade
hemaglutinante por carboidratos.
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Fonte: Santos et al. (2013).
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As interagdes lectina/carboidrato acontecem em um local especifico, 0 dominio de
reconhecimento ao carboidrato, no qual as liga¢des envolvidas séo do tipo pontes de hidrogénio
(GAJDOS et al., 2021), van der Walls e interacdes hidrofobicas, essas ligacdes ndo envolvem

reacOes cataliticas, sdo reversiveis e possuem elevada especificidade (COELHO et al., 2017).

2.1.2 Classificacdo e estrutura das lectinas

Lectinas podem ser classificadas de acordo com seus padrdes estruturais (VIEIRA et
al., 2014) e estdo divididas de forma abrangente em cinco categorias Fig. 2, Merolectinas
possuem um Unico dominio de ligacdo aos carboidratos, portanto ndo precipitam
glicoconjugados ou aglutinam células, possuem apenas uma valéncia. Hololectinas possuem ao
menos dois carboidratos iguais e dominios de ligacdo correspondentes, sdo bivalentes ou
polivalentes, podem aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Superlectinas também
podem ser descritas como um grupo especial de quimerolectinas, que se diferenciam das
hololectinas, pois possuem dois dominios de ligacdo aos carboidratos distintos e que detectam
diferentes formas estruturais de carboidratos. Quimerolectinas sdo proteinas quiméricas, pois
possuem dominios distintos, de ligacdo ao carboidrato e outro dominio com acdo enzimatica,
exercendo sua fungdo de maneira isolada em relagdo ao dominio do carboidrato, elas podem ser
consideradas merolectinas ou hololectinas com base na quantidade de dominios de ligacao aos
carboidratos apresentados (MISHRA et al., 2019). O termo multilectinas se refere a
classificacdo de lectinas com dois ou mais dominios de ligacdo ao carboidrato idénticos, mas
que podem formar ligagdo com agucares diferentes (LACERDA, 2015). E o caso da jacalina
(lectina de sementes Artocarpus integrifélia) e da frutalina (lectina de sementes de Artocarpus
incisa) que ligam tanto D-galactose como D-manose (BUNN-MORENO et al., 1981;
MOREIRA et al., 1998).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Frutalina
https://pt.wikipedia.org/wiki/Artocarpus_incisa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Artocarpus_incisa
https://pt.wikipedia.org/wiki/Galactose
https://pt.wikipedia.org/wiki/Manose
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Figura 2 - Esquema representativo da classificacdo estrutural das lectinas.
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Fonte: Adaptado de Vieira et al 2014

2.1.3 Aplicagdes biologicas das lectinas

As lectinas sdo ferramentas bioldgicas importantes de uso em aplicac6es bioldgicas e
biomédicas (COELHO et al.,, 2017), sua habilidade de reconhecimento de glicanos,
carboidratos livres ou aderidos & superficie de células e moléculas glicoconjugadas, permitem
que essas proteinas detectem padrGes anormais de carboidratos exibidos por células tumorais
(SILVA et al., 2016), no qual elas podem ser utilizadas como terapia e no diagnostico
(GAUTAM etal., 2019), além disso lectinas sdo moléculas versateis que tém mostrado diversas
aplicacdes (CAVADA et al., 2021), elas tém sido utilizadas em cromatografias de afinidade
para 0 monitoramento em processo da concentragdo de proteinas glicosiladas ( STANTIC et
al., 2021) na deteccéo e selecdo de microrganismos causadores de infeccdes (CESEWSKI et
al., 2020), atuando e auxiliando no combate de virus patogénicos e letais (RATHNASAMY et
al., 2021; EI-MARADNY et al, 2021), ainda podem ter atividade antibacteriana
(CORIOLANO etal., 2019), inseticida (PAIVAetal., 2011; CHEN et al., 2021) também podem
ser aplicadas aos biossensores (SA et al., 2020), ou como marcadores histoquimicos
(TOMIYASU et al, 2018), ainda podem atuar na inducdo da multiplicacdo celular
(CARVALHO et al 2018), na ativacdo do sistema imune (CLEMENT et al 2010;
RATHNASAMY et al 2021; BUTLE et al., 2021) , e também podem auxilar na reconstrugéo
de tecidos 6sseos (OLIVEIRA et al., 2018).
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2.2 Moringa oleifera

2.2.1 Caracteristicas gerais

99 <¢

M. oleifera, também conhecida pelo nome popular “lirio branco”, “quiabo de quina” ou
“moringa” (MCCONNACHIE et al., 1999; PARROTTA, 2001; SILVA et al., 2018) é uma
espécie vegetal arborea (Figura 3A) pertencente a um Gnico género da familia das Moringaceae,
sendo a mais conhecida entre as treze espécies (DUTTA et al., 2017), essa planta, nativa da
india, teve seu cultivo ampliado em paises de regides tropicais, possue crescimento rapido e
adaptacdo a climas extremos e escassez de nutrientes (SANTOS et al., 2012), E uma espécie
vegetal duradoura, pertencente ao grupo das angiospermas com sementes formadas por embrido
com dois cotilédones (MAIZUWO et al., 2017), pode florescer logo no primeiro ano, a
propagacdo pode ocorrer por meio de sementes ou estaquia, cresce 1,5 cm ao dia em regides
com solo ou ambiente ndo favoraveis e de 1 a 2 m por ano quando estd em ambiente adequado
(SILVA et al., 2018) e seu tamanho pode variar entre 5 e 12 m (SANTOS et al., 2012). De um
modo geral, esta planta possui caracteristicas morfoldgicas do tipo: raizes axiais ou pivotante
(Fig. 3B), contendo reservas de nutrientes e que se desenvolvem em profundidades, um fino
caule acompanhado de uma copa aberta assemelhando-se a uma sombrinha (Fig. 3A e 3C). E,
em relagéo ao tipo de folhas, estas sdo compostas, bipinadas e podem perder as mesmas em
periodo de seca, além disso possuem um tamanho aproximado de 20 cm e coloracédo verde clara
(Fig. 3D), as flores sdo brancas perfumadas e dispostas em inflorescéncias (Fig. 3E), o fruto,
uma capsula tri-globular, possui cor verde quando imaturo, tornando-se seco e de coloracdo
marrom quando maduro podendo abrigar de 15 a 20 sementes (Fig. 3F). Por fim, as sementes
possuem estrutura globular, coloragdo escura na sua porcdo externa, encoberta por uma
estrutura tri-alada e possui tamanho aproximado de 1,0 cm de didmetro (Fig. 3G) (SILVA et
al., 2018).
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Figura 3 - A arvore Moringa oleifera e as diferentes partes da planta.

Legenda: - Aspectos de M. oleifera: A, arvore; B, raizes; C, caule; D, folhas; E, flores; F,

frutos; G, sementes.
Fonte: https://www.google.com/search.

Além disso, seus tecidos ja apresentaram diversas aplicacdes, sendo a planta conhecida
como “arvore milagrosa”, é bastante interessante do ponto de vista biotecnolégico, auxiliando
no tratamento de residuos industriais (DUTTA et al., 2017; ADESINA et al., 2021) e possui
capacidade de solucionar diversos problemas em comunidades, como o tratamento da dgua para
0 consumo em populacdes carentes, e também devido ao seu elevado valor nutricional, tem
servido como suplemento adicional alimentar, em paises em desenvolvimento (FERNANDES
et al 2021) (SANTOS et al., 2015; RAMAN et al., 2017; RAJESWARI et al., 2021;).

2.2.2 Lectinas das sementes de M. oleifera

Nas sementes de M. oleifera podemos encontrar lectinas com diversas aplicacfes
bioldgicas, entre elas a WSMoL, uma lectina solGvel em &gua, com carga elétrica anidnica, foi
descrita primeiramente por Santos e colaboradores (2005), mostrou atividade hemaglutinante
principal por eritécitos de coelho, foi isolada por cromatografia em quitina e a sequéncia N-
terminal foi determinada (QAVQLTHQQQGQVGPQQVR), outra lectina, MoL foi purificada
por Katre e colaboradores (2008) tratando-se de uma proteina de natureza catidnica formada
estruturalmente por polipeptidios 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, foi isolada usando
um trocador i6nico do tipo DEAE-Celulose e CM-Sephadex. A lectina de semente de Moringa
oleifera (MOSL) foi purificada por Asaduzzamam et al (2018), usando coluna de quitina,
apresentou um peso molecular de 17 £ 1 kDa e foi capaz de inibir o crescimento de células

cancerigenas. A lectina coagulante de sementes de M. oleifera (cMoL), € uma proteina com
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cargas positivas, ndo glicosilada, que resiste a temperaturas elevadas e ampla faixa de pH, 4,0-
9,0, a lectina mostrou atividade de clarificacdo da agua turva por mecanismos de coagulagéo,
de forma semelhante ao tratamento quimico com o sulfato de aluminio, utilizado para obter
agua potavel. Além disso a lectina tem mostrado diversas aplicacdes: induziu a necrose e
apoptose em células do melanoma, sem causar danos significativos em células normais (LUZ
et al., 2017), mostrou atividade inseticida em Anagasta kuehniella, interagindo com os
carboidratos do trato digestivo desta praga agricola, impedindo seu desenvolvimento e nutri¢éo
(OLIVEIRA etal., 2011), além disso a lectina inibiu a motilidade de larvas infectantes e vermes
adultos machos e fémeas em um parasita hematéfago (MEDEIROS et al., 2020), e mostrou um
efeito anticoagulante em um teste in vitro (LUZ et al., 2013).

2.3 METAL-ORGANIC FRAMEWORKS (MOFS)

Os materiais metal-organicos (MOMSs), apresentam motivos estruturais constituido por
ions ou aglomerados metélicos coordenados por pontes de ligantes organicos polidentados,
combinam componentes quimicos diversos e permitem a montagem de estruturas com
diferentes dimens6es geométricas, como poligonos, sistemas formados por gaiolas poliédricas
discretas ou polimeros em coordenacdo (AHMAD et al., 2015). Um grupo que compde estas
estruturas, as Metal-Organic Frameworks (MOFs) (Fig. 4b), sédo redes de coordenacdo de
polimeros cristalinos constituidos por centros metélicos e ligantes organicos formando
estruturas repetidas, tridimensionais, altamente porosas, a partir de nos e espagamentos de
blocos secundarios (MOPs) (Fig. 4a) , os didmetros dos poros medem cerca de 3 a 20 A e area
interna 7000 m? g * e limite superficial teérico 14 600 m? g * mais que a metade dessas
estruturas séo constituidas por volumes vazios, até 90% e além disso possuem baixa densidade
de (0,21 a 1,00 g cm 3).3 As MOFs, também conhecidas como gaiolas moleculares, tém sido
utilizadas em areas industriais, biomédicas e bioguimicas, devido suas caracteristicas como,
ampla area de superficie interna, estabilidade térmica e quimica, bem como a presenca de poros
ajustaveis (AHMAD et al., 2015), esses padrdes conferem a esses materiais uma grande
habilidade de adsorcéo e elevada taxa de transferéncia de massa, tornando-os reconhecidamente
um suporte excelente (MA et al., 2018) com ampla aplicagdo em biossensores (ZHANG et al
2021) .
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Figura 4 — Arquiteturas moleculares de poliedros metal organicos discretos (MOPS) e estruturas
tridimensionais (MOFs).
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2.4 METODOS ELETROQUIMICOS

As técnicas eletroquimicas sdo baseadas nas interacfes que envolvem eletricidade e
quimica, podendo ser medidas as quantidades elétricas como potencial, carga e sua relagdo com
caracteristicas fisicas, quimicas e bioldgicas do analito (ZHU et al., 2019). Estas técnicas podem
ser aplicadas no monitoramento ambiental, industrial e em aplicacdes biomédicas (OMANA-
SANZ et al., 2020; SHU et al., 2020; TANG et al., 2020). Sdo métodos praticos, possuem
instrumentacao diversificada e além disso o avanco de diversas plataformas tem sido observado
como, microelétrodos, monocamadas, transdutores e conexdes com elementos biologicos. As
reacGes ocorrem nos sistemas de interfaces eletrodo/solucédo, denominado célula eletroquimica
(GIL et al., 2019).

2.4.1 Célula Eletroguimica

Uma célula eletroquimica é composta por eletrodos de trabalho e de referéncia
acoplados a um multimero (Figura 5), esse sistema pode converter de modo reciproco um sinal
guimico em elétrico, através de medidas de potencial gerados por um par redox (PIMENTEL,
2009). A célulaeletroquimica pode ser do tipo eletrolitica, quando adquire a eletricidade a partir
de uma fonte externa gerando uma reacdo (DASSAA et al., 2020), ou pode ser do tipo galvanica,
no qual produz a energia elétrica a partir de uma reagdo quimica (KIM et al., 2019), esta técnica

pode ser aplicada em estudos de compostos de naturezas diversas, como por exemplo: liquidos



28

organicos (TANG et al., 2020), compostos organicos (ZHOU et al., 2021) e macromoléculas
bioldgicas (SUN et al., 2019).

Figura 5 - Esquema representando a célula elétroquimica eletrodo de trabalho, eletrodo de referéncia e
solucdo eletrolitica.
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Fonte: Gil et al., 2019

A superficie do eletrodo € a juncdo da conducdo ibnica e a conducéo elétrica (WANG,
2019), e cada componente do par redox constitui uma semi célula, que tem como referéncia
padréo o hidrogénio, escolhido por ndo haver potenciais redox com valores definitivos. Este
eletrodo € constituido pelo gas hidrogénio a 1 atm em solucgédo de equilibrio pH 0, a partir dele
transferéncias eletronicas podem ser conferidas em semi células individualmente (JARDIM,
2014), pois ele possui um potencial constante independente das propriedades da solucdo
(WANG, 2019).

Por ndo ser considerada uma meia célula padrdo prética, o eletrodo de hidrogénio foi
covenientemente substituido nas reacGes por outros eletrodos de referéncias, entre 0os mais
utilizados: o eletrodo calomelano e Ag/AgCl, eles sdo ajustados a partir do padrdo hidrogénio,
sdo compostos por metal em contato com solucgéo de cloreto com imerséo de um sal insoluvel,
0 sistema de oxido reducgéo entra em contato com a solugdo experimentalmente através de uma
ponte salina (JARDIM, 2014).

A outra metade da semi célula, o eletrodo de trabalho, é responsavel pelas medicdes das
respostas das substancias ou componentes quimicos analisados (WANG, 2019), correspondem
na maioria das vezes a uma tira metalica de platina fundida em um bastéo de vidro, porém, o
uso de outros metais como o ouro, também séo utilizados. Estes metais entram em contato com
a solucéo do ensaio de forma direta e juntamente com a meia célula de referéncia constituem
um sistema redox (JARDIM, 2014). O movimento de elétrons nos processos de 6xido redugéo

de uma proteina, estando ela imobilizada ou adsorvida é correspondente a variaveis como,
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estrutura conformacional da biomolécula e caracteristicas fisico-quimica da regido de interfaces
(JADILMA PIMENTEL, 2009).

2.4.2 Potenciometria

A potenciometria € um método de andlise baseado no uso de eletrodos. Podem ser
aplicados na medicdo de pH, eletrodos de vidro, e no uso de eletrodos seletivos de ions. O
potencial do eletrodo é utilizado para possibilitar uma reacdo em que ocorre a transferéncia de
elétrons GIL et al., 2019). Sensores potenciométricos transformam um sinal de
bioreconhecimento em potencial elétrico, sendo este proporcional ao percentual de
concentragdo dos compostos ativos, produzidos ou consumidos na reagdo (CLARKE et al.,
2020). A reacdo de transferéncia de eletrons ocorre devido a forga do movimento de cargas,
guando um potencial é gerado no eletrodo de medicéo, esse potencial resulta da desigualdade
distributiva de ions em analise no sistema de interfaces, que podem ser comparados ao valor
invariavel do eletrodo de referéncia e da inatividade do ion na solucéo interna, desse modo, o
potencial do eletrodo de trabalho € proporcional a concentracdo ou atividade do analito na
solucdo (BRUNER et al., 1991; WANG, 2019; SCHERLIS et al., 2005; ZHU et al., 2019). A
analise do potencial de uma proteina como enzimas, anticorpos e lectinas permite o
mapeamento da distribuicdo de cargas de sua superficie (JADILMA, 2009). Um sistema
potenciométrico foi capaz de detectar modificacfes estruturais de uma lectina na presenca de
ions, mesmo em amostras complexas (SANTANA et al., 2012), o conhecimento do processo
de 6xido reducdo em lectinas, corresponde a primeira etapa para a compreensao de sua atividade
biolégica (SOUZA et al., 2001).

2.4.3 Voltametria ciclica

A voltametria ciclica € comumente aplicada na aquisicdo de indicativos de qualidade
dos processos redox em eletroquimica (LI et al., 2020). Esta técnica é indicada como a primeira
etapa para estudos das propriedades elétricas do analito na solucéo e constitui uma poderosa
ferramenta, por sua habilidade de fornecer rapidamente informacdes relevantes sobre
transformacdes de energia como, a termodindmica nos processos de 6xido reducéo, cinética de
reacfes complexas envolvendo transferéncia de elétrons, reacdes que envolvem liberagdo de
energia quimica e mecanismos de adsorcdo. Através deste método € possivel localizar

rapidamente o potencial redox de moléculas carregadas (WANG, 2019), através da
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caracterizagdo da passagem dos elétrons, por uma leitura detalhada do potencial do eletrodo de
trabalho aplicando um formato de onda triangular, no qual é feita a medicéo da corrente obtida
(SOUZA et al., 2017).

As caracteristicas do analito sdo obtidas, através da determinacdo da amplitude da
corrente elétrica resultante da relacdo do eletrodo de trabalho e o eletrodo auxiliar, quando uma
tensédo elétrica é aplicada entre o eletrodo de trabalho e o eletrodo de referéncia (PACHECO et
al., 2013), de acordo com os dados que se deseja obter nas analises, pode haver um ou mais
ciclos durante o processo. A corrente resultante € medida pelo potenciostato e o gréfico do

voltamograma é originado da corrente versus potencial (WANG, 2019).

2.4.4 Microscopia eletronica de varredura

A microscopia eletronica de varredura (MEV) permite a visualizacdo de imagens de
elevado valor informativo sobre a estrutura da amostra e microarranjo de atividades elétricas e
quimicas (WANG, 2019), utiliza a ponta de um ultramicroelétrodo, movimentado por um
controlador piezoelétrico, para analises superficiais de substratos imersos em solucéo contendo
elementos com carga elétrica ativa. Nesse processo, sdo medidas as correntes faradaicas, obtidas
a partir da capacidade de propagacdo de energia e a caracteristica quimica do substrato como
também, do valor aproximado entre a ponta do ultramicroelétrodo e o substrato. A distribuicao
de tamanho, forma e morfologia da superficie de uma lectina conjugada foi caracterizada por
MEV (MAHMOOD et al., 2020). Essa técnica tem sido Gtil na visualizacdo de alteracdes
morfolégicas em parasitas, causadas por lectinas (MEDEIROS et al., 2020).

2.5 BIOSSENSORES

Os biosensores oferecem uma diversidade de instrumentagdo, rapidez, alta
sensibilidade, além de serem econdmicos, sdo capazes de identificar moléculas alvo em
substancias heterogéneas, utilizando pouca quantidade de amostra (BETTAZZE et al., 2017;
RAWAT et al.,, 2017). O funcionamento desses sistemas ocorre pela imobilizagdo de
biomoléculas na superficie do eletrodo, que quando em contato com seus ligantes convertem o
sinal bioldgico em uma corrente elétrica mensuravel (SILVA et al., 2018). Dentre algumas
reacOes que podemos analisar com estes sistemas estdo: as interagdes proteinas/carboidratos,

anticorpos/antigenos, enzimas/substratos (MEHROTRA et al., 2016).
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Esses sistemas tém sido promissores no diagndstico de microrganismos de importancial
global (ABID et al., 2021), de contaminates da agua (RENGARAJ et al., 2018; FRUHMANN
et al., 2018), no monitoramento de alimentos processados (PUNDIR et al., 2019), também tem
sido amplamente util no reconhecimento de células cancerigenas (FALKOWSKI et al., 2020),
utilizando lectinas como molécula de bioreconhecimento, devido sua capacidade em diferenciar
padrbes especificos de carboidratos em células tumorais, por exemplo (SILVA et al., 2016).
Esse sistema também pode ser utilizado na caracterizacédo da distribuicéo de cargas superficiais
de lectinas, bem como os parametros de ligacdo aos carboidratos (SOUZA et al., 2001; SOUZA
et al., 2003; SOUZA et al., 2017).

2.6 ANTICORPOS

Os anticorpos possuem suma importancia no reconhecimento de moléculas bioldgicas,
fazem parte do sistema de defesa dos organismos contra particulas estranhas (antigenos)
podendo decta-las e neutraliza-las (XIAOJIE et al 2021). Eles sdo originados do sistema imune
adaptativo pela ativacdo de células de defesa (linfécitos B), possuem a capacidade de ligar-se
de maneira reversivel e com ampla afinidade a epitopos da molécula alvo (YONG et al., 1995),
estas proteinas estéo classificadas no grupo das imunoglobulinas (1g), que em mamiferos podem
ser: IgM, 1gG, IgA, IgD e IgE (HANLY et al 1995). As Igs sdo constituidas por polipeptidios,
com unidades estruturais basicas formadas por duas cadeias leves e duas pesadas unidas entre
si por pontes dissulfeto (BENJAMINI et al., 1988) e cada cadeia possui uma regido constante
Fc, no qual sdo transmitidas as funcdes bioldgicas e regides V, variaveis com funcgdes de
aglutinacdo e especificidade de ligacGes ao antigeno Fig 6. Os anticorpos podem ser do tipo
monoclonais, clones de um linfocito B apenas ou policlonais quando originados por clones de

diversos linfocitos B (Leenaars et al., 2005).

Figura 6: Estrutura geral de um anticorpo composta por cadeias polipeptidicas, regido constante Fc (cadeia
pesada) e regido variavel V (cadeia leve). Imunoglobulinas IgM, 1gG, IgA, IgD e IgE.

Sitios dénticos IgG IgD IgE
s L Y N N

J ¢
\ / Cadeia leve ”i \”/ 7

X h
ﬂ TRy A

I R o\

IeM TeA

Fonte: Adaptado de LENZ, 2004
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2.6.1 Desenvolvimento de anticorpos policlonais

A producdo de anticorpos policlonais é realizada pela imunizacdo de animais de
laboratdrio, sendo necessario a criacdo de protocolos eficientes e que promovam um titulo
elevado de anticorpos com grande especificidade (LEENAARS et al.,, 1999). Essas
biomoléculas sdo bastante utilizadas em pesquisas nas diversas &reas, sdo ferramentas
importantes em testes diagnosticos (STOCK et al., 2015), no controle de qualidade na inddstria
de processamento de alimentos (DELAHAUT et al., 2017) e também na imunizacdo contra
doencas virais (STEIN et al., 2017), em estudos de imunohistoquimica (BARTAQUINI et al.,
2020). Os anticorpos desenvolvidos por lectinas de plantas podem desempenhar um papel
importante no reconhecimento de homologias (ASHFORD et al., 1982), como biosensores
eletroquimicos na caracterizacdo dos locais de ligacdo aos carboidratos (SOUZA et al., 2019).
Um antissoro desenvolvido contra uma lectina de leguminosa, foi capaz de detectar a lectina

nos tecidos do vegetal, principalmente nas folhas jovens (KHURTSIDZE et al., 2017).
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Resumo

A lectina coagulante de Moringa oleifera (cMoL) foi previamente isolada de sementes por meio
de gel de guar envolvendo habilidades quimicas. Neste trabalho foi avaliada a eficacia de um
protocolo simples para obter o gel de guar como uma matriz de afinidade para purificar cMoL
a confirmacdo das caracteristicas da lectina foram feitas por mais de um método de
caracterizagdo, bem como estudos de estabilidade, frente a variagcdes de pH e temperatura.
Também foram testadas as seguintes atividades bioldgicas da lectina: (antiflngicas e
antibacterianas), resposta imune em coelhos e aplicacdo em um imunossensor. Lectina
dessorvida por galactose com atividade de hemaglutinacdo especifica de 1.280 mostrou
eletroforese bidimensional em gel de poliacrilamida com subunidades de pesos moleculares de
26,5 e 19 KDa e pl 9,8. A exposi¢do de grupos hidrofébicos, foram observadas na estrutura de
cMoL ap6s o contato com 0s agentes desnaturantes, porém estas modificacdes nédo inibiram a
atividade da lectina. Houve uma inibicdo do crescimento de Staphylococcus saprophyticcus e
Cryptococcus neoformans, com 125 ug/mL e 64 ug/mL de cMoL, respectivamente. Atividade
fungicida foi observada em C. albicans e C. tropicalis (4 mg/mL). O soro imunizado contra
cMoL reconheceu a lectina apds a terceira inoculacdo, revelada por linhas de precipitacdo na
imunodifusdo e variacdes no potencial eletroquimico. Em conclusdo, o protocolo simples
obteve gel de Guar com as caracteristicas necessarias para interacdo com cMoL, sendo, portanto
capaz de isolar a lectina. A lectina inibiu o crescimento de fungos e bactérias e apresentou
atividade fungicida; lectina imunogénica e um sensor eletroquimico foram usados para
caracterizar as interacdes entre cMoL e IgG anti-cMoL e indicaram que essa ligacdo pode ser
inibida pela galactose; imunossensor foi aplicado com sucesso no monitoramento do
desenvolvimento do anticorpo, essa abordagem em tempo real fornece novas perspectivas para

modelos de estudo envolvendo interac@es bioldgicas, aplica¢es biomédicas.
Palavras-chave: Moringa oleifera, lectina coagulante, gel de guar, atividade antimicrobiana; soro

anti-lectina; sistema eletroquimico

1. INTRODUCAO

Moringa oleifera (familia Moringaceae) é uma arvore nativa da india com ampla
distribuicdo mundial e boa adaptacdo a diversas condigdes climéaticas. Seu cultivo tem

aumentado em todo o mundo devido ao alto valor nutricional das partes comestiveis e potenciais
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aplicacGes em diversas areas como medicina alternativa, cosméticos e industrias alimenticias
(SANTOS et al., 2015). A lectina coagulante M. oleifera (cMoL) é uma proteina de ligacdo ao
galactosideo, catidnica, previamente isolada das sementes dessa planta. A cMoL é capaz de
reduzir a turbidez da agua de forma semelhante ao sulfato de aluminio, a substancia mais
utilizada no tratamento de 4gua (SANTOS et al., 2009). A lectina é uma proteina composta por
101 aminoécidos e sua capacidade de ligacdo a carboidratos é ativa em ampla faixa de pH (4,0
a 9,0) e mesmo apos aquecimento em altas temperaturas (100°C) (SANTOS et al.,2009; LUZ
et al 2013). Além disso, a cMoL mostrou atividade inseticida contra Anagasta kuehniella
(OLIVEIRA et al., 2011), foi capaz de prolongar o tempo de coagulagédo do sangue (LUZ et al.,
2013), mostrou citotoxicidade para células de melanoma B16-F10 (LUZ et al 2017) e

atualmente também mostrou acéo antiparasitaria (Medeiros et al., 2020).

Por definicdo as lectinas sdo proteinas capazes de se ligar a mono, oligo e
polissacarideos de maneira especifica e reversivel. Elas podem ser encontradas em
microrganismos, liquens, vertebrados, invertebrados e plantas, nas quais tém sido isoladas de
diferentes tecidos, principalmente sementes (SANTOS et al., 2013). A analise estrutural das
lectinas é importante na elucidacéo de suas aplicagcdes em eventos bioldgicos (LUZ et al., 2013)
como por exemplo, o teste de fluorescéncia tem sido Gtil para avaliar até que ponto as mudancas
conformacionais provocadas por agentes desnaturantes, comprometem sua atividade biologica
(SILVA et al., 2018).

Entre as atividades bioldgicas e biotecnoldgicas das lectinas, elas sdo capazes de
interagir com fracfes de glicosideos na superficie das células, promovendo uma acédo
antimicrobiana (COELHO et al., 2017), a inibi¢do do crescimento microbiano esta geralmente
relacionada a ligacdo da lectina aos glicoconjugados na superficie celular, alterando a
permeabilidade, reduzindo a captacdo de nutrientes e desencadeando respostas intracelulares
(PROCOPIO et al., 2017). Portanto lectinas se tornaram fontes naturais de pesquisas sobre
novas alternativas de tratamento contra bactérias e fungos patogénicos humanos, uma vez que
tem sido observado o surgimento de cepas microbianas resistentes a antibioticos (REGENTE
etal., 2014; MOURA et al., 2017; PALHARINE et al., 2017).

Outro exemplo de aplicacdo biotecnoldgica das lectinas pode ser no desenvolvimento
de anticorpos policlonais (Ning et al., 2020). A producéo de anticorpos policlonais € relevante
no campo biotecnolégico por serem heterogéneos, altamente especificos e capazes de

reconhecer varios epitopos do antigeno e essa capacidade os torna aplicaveis em diversas areas
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como imunodiagnostico, na industria de alimentos e para fins terapéuticos, (LEENAARS et al.,
2005). A imunoglobulina anti-lectina de plantas pode ser aplicada para identificar a presenca
da lectina em outros tecidos do vegetal. (KHURTSIDZE et al., 2017), bem como identificar
proteinas com homologia a lectina (ASHFORD et al., 1982; GOODE et al., 2016). O IgG anti-
lectina pode ser aplicado em imunossensores (Souza et al., 2019), estes sdo constituidos por um
elemento de detecgdo (anticorpo) imobilizado na superficie de um transdutor e cuja interagdo
antigeno-anticorpo tem como resposta um sinal mensuravel (BETTAZI et al., 2017; DESWAL
et al., 2019). Em um sistema eletroquimico a resposta do sensor pode ser aprimorada pela
incorporacdo de nanoestruturas, entre as quais as nanoparticulas hibridas (TRAN et al., 2021),
como por exemplo MOFs, que sdo estruturas com extensas areas superficiais e elevada
porosidade e ainda uma excelente capacidade de adsorcdo, esses polimeros metais organicos,
tém sido Uteis para imobilizar biomoléculas para construcdo de biossensores eletroquimicos
(Zhang et al., 2021).

Neste trabalho foi avaliada a eficiéncia de um método simples para obter o gel de Guar,
matriz de afinidade para purificar cMoL, a lectina foi caracterizada por técnicas eletroforéticas
SDS-PAGE, para proteinas nativas e bidimensional. Também foram realizados testes de
estabilidade da lectina mediante variacdes de pH e temperatura. E foi avaliado o potencial
antimicrobiano da lectina, e a sua resposta imune em coelhos. Um imunossensor
potenciométrico foi utilizado para caracterizar a interacdo de cMoL IgG anti-cMoL,
imobilizados na superficie do eletrodo por um polimero metalico organico MOF [Cu3 (BTC)
2. (H20) 3] n.

2. MATERIAIS E METODOS

2.1 Producéo de gel de guar

O gel de guar foi produzido de acordo com o método descrito por Appukutan et al.
(1977). Dez gramas de goma guar (Sigma-Aldrich, EUA) foram dissolvidos em 30 mL de
NaOH 3 M e entdo 3,0 mL de epicloridrina foram adicionados. A mistura foi incubada a 40 °C
por 24 h e posteriormente por 12 h a 70 °C. Em seguida, o gel foi lavado trés vezes com agua

destilada e armazenado a 4 °C até o uso.

2.2 Extracédo de proteina
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O extrato obtido da semente de M. oleifera em pdé e solugdo salina, foi adicionado com
sulfato de amonio a 60% (p/v) de saturacdo de acordo com Green e Hughes (1995). A fracéo
precipitada (F 0-60%) foi coletada, ressuspensa e dialisada com &gua destilada (4 h, com duas
trocas de liquido); em seguida, adicionada em uma coluna (10 x 1,0 cm) contendo o gel guar
preparado como descrito na secdo anterior, equilibrado com 0,15 M NaCl. As condicdes
cromatograficas utilizadas foram as mesmas relatadas por Santos et al. (2009) para purificar
cMoL. Uma taxa de fluxo de 20 mL/h foi mantida e, apds uma etapa de lavagem com a solucao
de equilibrio, as proteinas adsorvidas foram eluidas com 1, 0 M de NaCl. FracGes de 2, 0 mL

foram coletadas e avaliadas quanto & absorbancia a 280 nm e atividade hemaglutinante (AH).

2.2.1 Concentracdo de proteina e atividade hemaglutinante

A concentracdo de proteina foi estimada pelo método de Lowry et al (1951) usando
albumina de soro bovino (31, 25-500 pg/mL) como padrdo. O ensaio de atividade
hemaglutinante (AH) foi utilizado para avaliar a capacidade de ligacdo de carboidratos da
lectina, de acordo com Paiva e Coelho (1992), em eritrécitos de coelho tratados com
glutaraldeido (BING et al 1967). AH especifico foi determinado como a razdo entre 0 AH e a
concentracdo de proteina (mg/mL). O ensaio de AH também foi realizado em amostras de
lectina previamente incubadas por 15 min a 28°C com fetuina (0,5 mg/mL), caseina e
azocaseina (1 mg/mL); também, D (-) - frutose, L (+) - ramnose, (+) arabinose, D (+) - glicose,

D (+) - lactose, D (+) - manose e galactose (200 mM) foram usados.

2.3 Caracterizagao da lectina

2.3.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida

Eletroforese em gel de poliacrilamida (PAGE) sob condi¢des nativas para proteinas
acidas ou bésicas foi realizada de acordo com Davis (2006) e Reisfeld et al. (1962),
respectivamente. As bandas polipeptidicas foram coradas com 1% (p/v) de Amido Black em
10% (v/v) de acido acético (proteinas basicas) ou com 0,02% (w / v) de Coomassie Brilliant
Blue em 40% (v/v) de etanol e 10% (v/v) de acido acetico (proteinas acidas). O reagente de
Schiff (Sigma) avaliou a presenca de carboidratos no cMoL, de acordo com Pharmacia Fine
Chemicals (1980). A eletroforese em condigdes desnaturantes (SDS-PAGE) foi realizada

conforme descrito por Laemmli (1970) e as bandas polipeptidicas foram coradas com a solugéo
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usada em PAGE para proteinas &cidas. Os padrGes de massa molecular (12-225 kDa, GE

Healthcare Life Sciences) também foram submetidos a eletroforese no mesmo gel.

2.3.2 Eletroforese bidimensional

A eletroforese bidimensional foi realizada usando um sistema IPGPhor IlIl (GE
Healthcare Life Sciences, Suécia). cMoL (150 ng) foi solubilizado em uma solugdo de
reidratacdo [2% (w/v) CHAPS, 1% (v/v) tampéo IPG pH 3-10, 0,002% (w/v) de azul de
bromofenol] por 20 min a 28 °C. A amostra foi recolhida passivamente na tira (gradiente linear
de pH 3-10; 7 cm) durante a reidratacdo por 16 h a 25 °C. A focagem isoelétrica foi realizada
de acordo com as instrucdes do fabricante. A tira foi entdo lavada trés vezes com uma solugéo
de equilibrio [50 mM Tris-HCI pH 8,8, 6,0 M ureia, 30% (v/v) glicerol, 2% (p/ v) SDS e 0,002%
(p/v) bromofenol azul] e transferido para o topo de um gel de SDS-PAGE a 12% (p/v). Os
polipeptideos foram corados com 0,02% (p/v) de Coomassie Blue G-250. O gel foi analisado

por meio do software Image Master (GE Healthcare).

2.3.3 Anadlise fluorimétrica

A estabilidade conformacional do cMoL purificado em relacdo ao aquecimento e
variacdo do valor de pH foi avaliada por anélise fluorimétrica usando a sonda extrinseca bis-
ANS [(bis (8-anilinonaftaleno-1-sulfonato)]. As medic¢des de fluorescéncia usaram amostras (1
HMM) incubadas com 50 excesso molar dobrado de bis-ANS no escuro. A estabilidade ao calor
da lectina foi investigada através da incubagdo em temperaturas variando de 40 a 100 °C por 30
min. O efeito do pH foi realizado incubando aliquotas de cMoL em diferentes tampdes de pH
variando de pH 4,0 a 12,0 por 24 h antes da aquisi¢ao dos dados de fluorescéncia. Os espectros
de fluorescéncia bis-ANS foram registrados em um espectrofluoréometro Jasco FP-6300 (Jasco
Corporation, Japdo), definindo o comprimento de onda de excitagcdo em 360 nm e a emissdo em
400 a 600 nm.

2.3.4 Ensaios antimicrobianos

A atividade antibacteriana foi investigada contra gram-positivos (Bacillus megaterium
ATCC-14945, Bacillus subtilis UFPEDA-86, Enterococcus faecalis UFPEDA-138,
Micrococcus luteus ATCC-2225, Staphylococcus aureus UFPEDA-02, Staphylococcus
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saprophytic (UFPEDA-833) negativo Escherichia coli UFPEDA-224, Klebsiella pneumoniae
ATCC-9665, Proteus mirabilis UFPEDA-767, Salmonella enteritidis UFPEDA-414, Serratia
marcescens ATCC-14756, Serratia sp. UFPEDA-398, Pseudomonas aeruginosa ATCC-
27853), fornecida pela colecdo de culturas do Departamento de Antibioticos da Universidade
Federal de Pernambuco, UFPE (WDCM-114). A concentragdo inibitéria minima (CIM) foi
determinada pelo ensaio de microtitulagdo proposto pelo The Clinical and Laboratory Standards
Institute (CLSI 2012). Os ensaios utilizaram as culturas diluidas para 2 x 10° UFC/mL. Em uma
linha de microplacas de 96 poc¢os, o cMoL (80 uL; 10 e 1 mg/mL) foi diluido em série duas
vezes no primeiro po¢o servido como um controle de meio estéril (200 pL de MHB) e o0 segundo
poco correspondeu a positivo controle de crescimento, sem lectina. A suspensdo do
microrganismo (80 pL; 2x10%° UCF/mL) foi adicionada ao segundo até ao décimo segundo
pocos da fila. A densidade optica em 600 nm (OD600) foi medida em um leitor de microplacas
(Biotek Instruments Inc., EUA) e as placas foram incubadas a 37 °C por 24 h. Ap0s este periodo,
0 OD600 foi lido novamente. O aumento da densidade Optica em comparagdo com o tempo
zero foi considerado como crescimento microbiano. A CMI foi definida como a menor
concentracdo de amostra que reduziu a DO600 em pelo menos 50%, em comparacao com 0
controle de crescimento positivo. Cada ensaio foi realizado em triplicado e duas experiéncias
independentes foram feitas. As bactérias foram cultivadas em Agar Mueller Hinton (AMH) a
37°C. A densidade das culturas foi ajustada a um comprimento de onda de 600 nm a 1,5 x 108
unidades formadoras de coldnias (UFC) por mL em NaCl 0,15M estéril. Para determinar as
concentracdes minimas de bactericida (CMB), o conteido dos pocos contendo concentragdes
de lectina maiores ou iguais a CMI foi espalhado (10 uL) em AMH. As placas foram incubadas
por 24 h e o CMB correspondeu & menor concentracao de lectina que reduziu a viabilidade do
indculo inicial em 99, 9%.

Os ensaios antifungicos foram realizados utilizando Candida albicans URM5901, C.
krusei URMG6391, C. tropicalis URM®6551, C. glabrata URM®6392, C. parapsilosis
ATCC22019, Sporothrix schenckii (URM2848, URM1013 e URM3686), bem como
Aspergillus fumigatus (URM5698, URMG6577 e URM5992), obtidos da colecdo de culturas
Micoteca URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de Pernambuco. O
método utilizado para a levedura seguiu as condi¢des descritas no documento do Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2012) e para fungos filamentosos Clinical and
Laboratory Standards Institute (CLSI, 2008). O meio de cultura foi RPMI 1640 (Sigma-Aldrich,
EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio, pH 7,0 £ 0,1, com &cido morfolino
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propanossulfonico (MOPS, 0,165 mol / L, Sigma-Aldrich). O meio de cultura foi esterilizado
em membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha).

O cMoL foi preparado e utilizado na faixa de 10 mg/mL a 1024 pg/mL, diluido em
dimetilsulfoxido, DMSO (Dindmica: Quimica Contemporanea Ltda, Sdo Paulo, Brasil).
Isolados de fungos filamentosos foram colhidos em meio de &gar batata dextrose (BDA) em
tubos e incubados por até sete dias a 35°C. Sequencialmente, foram adicionados as colénias
fangicas 3 mL de solucdo salina estéril 0,85%, e a suspensao foi homogeneizada com pipeta.
Posteriormente, a mistura resultante foi transferida para tubos de ensaio estéreis, adicionando
Tween 20 (10 pL de Tween/5 mL de solucdo salina) para facilitar a dispersdo dos esporos. Apos
5 min de repouso, o sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio esterilizado e agitado
por 15 s em vortice. A densidade da suspensdo foi ajustada por espectrofotdbmetro a 530 nm
para obter uma densidade Optica de 0,09 a 0,13. As suspensdes foram entdo diluidas (1:50) em
RPMI 1640 para dar uma concentracio final de cerca de 0,4 x 10% a 5 x 10* CFU/mL. As placas
de microtitulacdo de fundo plano de 96 pocos (TPP, Trasadingen, Suica) foram usadas para 0s
testes, nos quais 100 uL de cada dilui¢do de droga a ser avaliada estavam nas linhas 1 a 10. Em
seguida, 100 pL de meio RPMI 1640 foram distribuidos nas linhas 11 e 12, que foram utilizados
como controle de crescimento e esterilizacdo, respectivamente. Posteriormente, 100 uL do
inéculo padronizado foram adicionados aos pocos das linhas 1 a 11, e as microplacas foram
incubadas a 35 ° C por 48 h para determinar a Concentracdo Inibitéria Minima (CMI), definida
como a menor concentracdo de antifingico capaz de inibindo o crescimento. Para determinar a
Concentracdo Fungicida Minima (CMF), o conteddo dos pocos mostrando 100% de inibicéo
do crescimento foi cultivado no meio Sabouraud Dextrose Agar, em placas de Petri. As placas
foram incubadas a 35 ° C por trés dias para determinar a viabilidade do fungo. A CMF foi
confirmada pela auséncia de crescimento de fungos. Os ensaios antimicrobianos foram

realizados em triplicata.

2.4 Producéo de soro anti-cMoL

A Lectina purificada (150 pg) foi dissolvida em 1 ml de tampao citrato-fosfato 0,1 M pH
6,8 contendo NaCl 0,15 M e entdo emulsionada com 1 ml de adjuvante completo de Freund
para a primeira inoculagdo em dois coelhos brancos machos da Nova Zelandia, seis meses de
idade. As injecdes subsequentes (1 mL) de adjuvante incompleto de Freund foram realizadas
em intervalos de quinze dias. O sangue (10 mL) foi coletado da artéria central da orelha do

animal antes da primeira inoculagdo para obtencdo de soro pré-imune (controle). Quinze dias
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apos cada inoculagdo, foram coletados 10 ml de sangue e cada mililitro foi coagulado em tubo
de vidro com angulo de 45°C, a temperatura ambiente por 1 h e colocado no mesmo angulo a
4°C durante a noite. O soro obtido foi centrifugado trés vezes (1300 g, 5 min, 25°C) e
armazenado a -20°C. O Conselho Nacional de Experimentacdo Animal (CONSEA) da UFPE
(processo 0022/2020) aprovou os protocolos experimentais.

2.4.1 Ensaio de imunodifusdo dupla

O ensaio de dupla imunodifusdo foi realizado conforme descrito por Ashford et al.
(1982). Géis de agarose (1%, p/v, em NaCl 0,15 M) com 3 mm de espessura foram moldados
em placas de vidro (2,5cm x 7,5cm). Em cada gel, quatro pogos (3mm de diametro) foram
perfurados, um no centro da placa e trés na periferia. Os pocos periféricos foram preenchidos
com 10 pL da amostra (extrato, fracdo precipitada ou lectina a 1mg/mL) e o poc¢o central
recebeu 10 pL do soro anti-cMoL (1 mg/mL de proteina). As solucdes foram difundidas durante
48 h a 4°C em camara umidificada. Os géis foram lavados com NaCl 0,15 M e agua destilada
e corados com Azul de Coomassie R-250 0,1% (p/v) em etanol a 45% (v/v) contendo &cido

acetico a 10% (v/v). O gel foi destilado com acido acético a 10% (v/v).

2.5 Ensaios eletroquimicos

2.5.1 Eletrodo de trabalho e referéncia

O eletrodo de referéncia Ag/AgCl é composto por um fio de prata (Ag) retirado de um
eletrodo de pH danificado que ndo poderia mais ser usado em laboratorios. Parte desse fio foi
recoberta com cloreto de prata (AgCl) e este foi inserido em uma ponta de plastico contendo
uma solugéo condutora saturada de KCI 3mol/L. O eletrodo de trabalho utilizado foi uma placa
de platina com area de 0,5 cm2. Antes da montagem foi imerso em solucéo de acido nitrico
(HNO3), por 2 min, e seco em temperatura ambiente.
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Figura 1 - Eletrodo de trabalho modificado, PtMOF/cMoL

Fonte: o autor (2019).

2.5.2 Sintese da Estrutura Metal-Organica - MOF de [Cu3 (BTC) 2. (H20) 3] n

Na sintese de [Cu3 (BTC) 2 (H20) 3] n, os reagentes foram utilizados sem purificacao
prévia. Acido 1,3,5-benzenotricarboxilico (BTC) (98%), N, N-dimetilformamida (DMF)
(99,8%), nitrato de sodio (99%), duas placas de cobre (99,9%) e &gua com alta pureza
(MILLIPORE). As placas de cobre foram usadas como eletrodos auxiliares e de trabalho,
usados como anodo de sacrificio e fonte de cobre. Esses eletrodos foram submetidos a pré-
tratamento fisico (com lixa) e quimico, imergindo uma area de 5 cm? em 4cido nitrico a 20%
em volume, por 2 min.

O sistema consistia em uma célula eletroquimica de vidro pirex com um compartimento,
a rota eletroquimica era amperométrica, mantendo o potencial em 12V utilizando a fonte de
alimentacdo DC modelo PS-1502 DD. A solucéo utilizada foi uma mistura de acido 1, 3, 5-
benzeno tricarboxilico (0,048 mol L-1), solubilizado em uma mistura de solventes DMF/H20
(1: 1) (Silva et al 2017). Ap6s 17 min de reagdo, um solido azul de MOF foi obtido com um
rendimento de 73%. Esse sélido foi filtrado, lavado com a mesma mistura de solventes e levado

a secura em uma estufa a 120 °C por 30 min (Silva et al 2018).

2.5.3 Avaliagdes eletroquimicas do desenvolvimento de soro anti-cMoL e interacdes
especificas de soro cMoL e anti-cMoL imobilizado na superficie do eletrodo MOF / platina

Para a obtencdo do potencial eletroquimico, o soro anti-cMoL adquirido nas diferentes
etapas da inoculagéo foi imobilizado no eletrodo MOF/platina; os controles foram soro pré-

imune e cMoL purificado. Avaliar o soro anti-cMoL/cMoL imobilizado no eletrodo
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MOF/platina na presenca de D-galactose nas concentragdes de 5, 10 e 15 mM em solucédo de
NaCl 0,15 mol/L como meio eletrolitico. A célula eletroquimica foi montada com o eletrodo de
platina revestido com soro anti-cMoL/cMoL, adsorvido no MOF [Cu3 (BTC) 2H20) 2] n
(eletrodo de trabalho modificado = Pt/MOF/ anti-cMoL/cMoL soro), e o eletrodo de referéncia
prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) Fig. 2, ambos conectados ao pHmetro (Quimis Aparelhos
Cientificos Ltda, S&o Paulo, Brasil) com cabo adaptado para leituras potenciométricas.

Figura 2 - Célula eletroquimica, contendo o eletrodo de referéncia Ag/AgCl e o eletrodo de trabalho
modificado, PtyMOF/cMoL, ambos ligados a um medidor potenciométrico.

E

Fonte: o autor (2019).

2.5.4 Caracterizacdo de cMoL imobilizado na superficie dos cristais da MOF

Caracterizacdo realizada por meio da obtencdo de imagens em Microscopia Eletrénica de
Varredura (MEV), equipamento disponivel no CENAPESQ/UFRPE.

3. ANALISE ESTATISTICA

Cada experiéncia foi realizada em triplicata e os resultados foram expressos como a
média * desvio padrdo (DP). A anélise estatistica foi realizada usando o teste t de Student. As

diferengas foram consideradas significativas em p < 0.05.

4. RESULTADOS E DISCUSSAO

O método para produzir o gel de guar, aplicado neste trabalho, seguiu o protocolo
proposto por Appukutan et al. (1977) e teve como objetivo simplificar etapas da técnica aplicada
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anteriormente, pelo método de Gupta et al. (1979) neste, a reacdo entre a goma de guar e a
epicloridrina ocorreu em meio agua: 2-propanol, sob atmosfera de nitrogénio. O método
simples de obtencdo do gel de guar, eliminou algumas etapas entre as quais a adi¢do do
nitrogénio e a substituicdo de equipamentos complexos, pelo uso da estufa para aquisicdo da
temperatura para a reagdo. O gel de guar que comp0s a matriz de cromatografia de afinidade
para purificar cMoL, possibilitou a obtengdo de 213 mg de cMoL especifico de galactose a
partir de 50 g de sementes de M. oleifera em p6. A cMoL purificado apresentou caracteristicas
de lectina previamente isolada, como por exemplo é uma proteina de carga positiva, resistente
a temperaturas elevadas e pH em ampla faixa e ndo € uma glicoproteina. cMoL AH (1.024) foi
totalmente inibido pela azocaseina, resultado semelhante ao obtido por SANTOS et al., (2009).

A cMoL purificada da fracdo de proteinas, obtidas ap6s o tratamento do extrato com
sulfato de aménio. Fig. 3A mostra o perfil cromatografico, que mostrou um material ndo retido
sem AH (P1) e um Unico pico de proteina adsorvida (P2) eluida com NaCl 1,0 M e contendo
um AH especifico de 2.572. Obteve-se 6, 07 vezes de purificacdo para P2 (Tabela 1) capaz de
aglutinar eritrocitos humanos dos tipos A, AB e O, com AH especifico de 162,5, 650,2 e 325,
respectivamente. P2 mostrou uma Unica banda polipeptidica em PAGE para proteinas basicas
nativas, indicando a homogeneidade da proteina (Fig. 3B); nenhuma banda foi observada em
eletroforese para proteinas é&cidas. O SDS-PAGE desnaturado revelou duas bandas
polipeptidicas com uma massa molecular aparente de 19 e 26,5 kDa (Fig. 3C); além disso,
nenhuma banda foi detectada com o reagente de Shiff.

A eletroforese bidimensional (Fig. 3D) mostrou subunidades de peso molecular de 29,85
e 19,68 kDa, spots principais e 35,18, 23,12 e 17 kDa spots secundarios, todos eles mostraram
um ponto isoelétrico de 9,8. Um spot com peso molecular aproximado de 29,3 kDa e pl 6,81,
também foi observado. As proteinas provavelmente estavam agregadas nas duas bandas
principais que foram mostradas em SDS-PAGE. Segundo Junior et al (2013) A eletroforese
bidimensional apresenta uma maior capacidade para separar misturas complexas, enquanto pelo
método unidimensional como, SDS-PAGE as bandas proteicas tendem a se sobrepor. A cMoL
previamente purificada e parcialmente caracterizado por Santos et al. (2009) e Luz et al. (2013)
foi descrito como uma proteina basica com uma Gnica banda polipeptidica de 26,5 kDa em
SDS-PAGE e duas bandas (14,9 e 26,5 kDa) na presenca de um agente redutor. Além disso,
cMoL revelou um pl tedrico de 11,67 e mostrou maior capacidade de aglutinar globulos
vermelhos de coelho e humanos do tipo AB. Outra lectina soltvel em agua de M. oleifera
(WSMoL), uma glicoproteina &cida, apresentou atividade principal com células de coelho em

pH 4,5, que foi inibida na presenca de frutose, suina e tireoglobulina (SANTOS et al 2005);
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WSMoL revelou subunidades com 30, 20 e 10 kDa e pl 5,5 (MOURA et al., 2016). WSMoL
foi purificado por um protocolo simples usando cromatografia de quitina e identificado como
outro coagulante de semente de lectina com atividades antibacterianas (FERREIRA et al 2011).
WSMoL e cMoL mostraram atividade inseticida contra Aedes aegypti (COELHO et al 2009) e
Anagasta kuehniella (OLIVEIRA et al 2011), respectivamente. Katre et al. (2008) descreveu a
lectina de M. oleifera, MoL, uma glicoproteina altamente estavel que aglutina eritrocitos
humanos e de coelho com uma massa molecular de 14 kDa e subunidades (7, 1 kDa) ligadas
por ligacdes dissulfeto.

A estabilidade conformacional do cMoL foi avaliada apds incubacdo em diferentes
temperaturas e valores de pH. A sonda Bis-ANS foi usada para monitorar mudancas nas bolsas
hidrofobicas da estrutura cMoL. A lectina liga-se ligeiramente ao bis-ANS em seu estado
nativo, mas quando aquecida, houve um aumento na intensidade de fluorescéncia do bis-ANS,
com um aumento de 10 vezes na amostra incubada a 100°C (Fig. 4A), sugerindo que o
aquecimento leva a exposicdo de aglomerados hidrofobicos de cMoL. Luz et al. (2013)
relataram que o aquecimento causou alteracdes na estrutura secundaria do cMoL, com aumento
no teor estimado de estruturas desordenadas a 100°C. E possivel que as modificages nas
estruturas secundarias leve a exposicdo de aminoacidos hidrofébicos e consequente agregacdo
de moléculas cMoL, resultando em aumento da fluorescéncia do bis-ANS. No entanto, as
mudangas néo refletiram a perda da capacidade de ligar carboidratos; a AH ndo foi alterada
guando a lectina foi aquecida entre 30 e 100°C. A Figura 4B mostra a fluorescéncia do bis-ANS
guando incubado com cMoL em solucdes em diferentes valores de pH. Diferencas na
intensidade de fluorescéncia foram observadas, embora ndo tenha havido alteragdo no
comprimento de onda maximo de emissdo. cMoL manteve a AH para as amostras incubadas
em pH 4,0, 8,0 e 12,0, confirmando que a lectina é resistente a uma ampla faixa de pH
(SANTOS et al., 2009). Algumas lectinas mostram atividade em pH &cido, por exemplo, uma
amostra de suco de lectina Punica granatum (PgTelL) apresentou maior intensidade de
fluorescéncia do que bis-ANS quando incubada em pH 3,0 e maior atividade AH em pH 3,0-
5,0 (SILVA et al., 2009). Outros estudos relataram que a desnaturacdo da proteina foi realizada
para investigar sua estabilidade estrutural, correlacionando a conformagéo com a atividade
biologica (DATTA et al., 2017; KAMEL et al., 2016). Estudos de mudancgas conformacionais
em lectinas promovidas por fatores ambientais, podem resultar em estratégia para um melhor

aproveitamento da proteina (SUN et al., 2020).



47

cMoL mostrou acdo bacteriostatica contra Enterococcus faecalis, Escherichia coli,
MIC, 50 pg/mL e 12,5 pug/mL, respectivamente (Tabela 2), e Serratia sp. e Staphylococcus
saprophyticus; as cepas de Bacillus subtilis foram inibidas na concentracdo de 4 mg/mL de
lectina. A lectina purificada ndo apresentou efeito bacteriostatico contra Bacillus megaterium,
Staphylococcus aureus, Klebsiella pneumoniae, Proteus mirabilis, Salmonella enteritidis,
Serratia marcescens e Pseudomonas aeruginosa. Outros estudos também relataram atividade
antimicrobiana da lectina de sementes de M. oleifera. Ferreira et al. (2011) relataram que
WSMoL inibiu o crescimento de S. aureus e E. coli com MIC de 7,8 e 250 ug/mL,
respectivamente. Moura et al. (2015) mostraram o efeito antibacteriano da mesma lectina contra
Bacillus pumilis, B. megaterium, Micrococcus sp., Pseudomonas stutzeri, Pseudomonas
fluorescens e S. marcescens com CMI variando de 5,2 a 41,7 pg/mL. Lectinas isoladas de outras
plantas demonstraram propriedades bacteriostaticas contra uma variedade de bactérias
patogénicas (BRUSTEIN et al., 2012; PROCOPIO et al., 2017; RUSAENG et al., 2017).
Segundo os autores, essa acdo esta relacionada a ligacdo reversivel aos glicoconjugados na
superficie bacteriana levando a inibicdo do crescimento, aglutinacdo e alteracdo da
permeabilidade celular (KAMELL et al., 2016; PROCOPIO et al., 2017). cMoL apresentou
atividade contra leveduras e fungos filamentosos (Tabela 2), Candida krusei (URM6391) com
concentracdo de 4,0 mg/mL, contra C. albicans (URM5901) e C. glabrata (URM6392), 2,0
mg/mL, bem como em C. tropicalis, com um valor MIC de 62 pg/mL. A atividade fungicida
foi detectada para C. albicans e C. tropicalis na concentracdo de 4 mg/mL. Fungos do mesmo
género podem ter diferentes perfis de inibi¢do, 0 que pode estar relacionado a especificidade
das lectinas para as moléculas glicidicas presentes na parede celular do fungo, que sdo
compostas predominantemente por uma matriz 1,3 e 1,6 p de glucanos e quitina, bem como
glicoproteinas imersas e outros compostos (KOVALCHUCK et al., 2013; BLEACKLEY etal.,
2019). Os glicanos expostos na superficie celular podem exibir diferentes respostas moleculares
(codigo de acucar) devido as variacdes anoméricas a e 3 e pontos de fixacdo durante a formacéo
da ligagdo glicosidica (LUDWIG et al., 2019). As interagOes especificas entre as lectinas e esses
carboidratos podem ter efeitos antifungicos por diferentes mecanismos (PROCOPIO et al.,
2017). Por exemplo, a lectina foliar de Calliandra surinamensis é capaz de causar altera¢fes na
morfologia celular, danificando a parede celular e interferindo no processo de brotamento/
divisdo das células de C. krusei (BRUSTEIN et al., 2012). Nao houve inibicdo contra fungos
filamentosos de Sporothrix e Aspergillus fumigatus. Um ensaio de inibicdo de lectina foi
realizado com varias espécies de fungos incluindo Aspergilus, a atividade foi observada apenas

contra fitopatogenos (VAZ et al 2010). Outro estudo relatou a inibicdo do crescimento de
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Aspergilus por uma lectina especifica da galactose (SILVA et al., 2014). Fungos dermatofitos
também foram inibidos: (Tabela 2), Microsporum gypseum (URM6199) 512 pg/mL (50%),
Trichophyton rubrum (URM5905) 2048 pg/mL (50%), T. mentagrophytes (URM6272) e T.
tonsurans (URMb5508) > 2048 pg/mL, Epidermophyton (URMA4798) 2048 pg/mL (100%).
Esses fungos causam infecgOes superficiais em humanos e assim como outros microrganismos,
também apresentam resisténcia aos medicamentos convencionais, porém as pesquisas
relacionadas ao desenvolvimento de novos medicamentos sdo menores do que nos tratamentos
sistémicos (KHURANA et al., 2019).

O anti-soro foi obtido apds a inoculacdo de coelhos com cMoL, soro anti-cMoL foi
avaliado pelo ensaio de imunodifusdo quanto a capacidade de reconhecer a presenca da lectina
em preparacGes contendo cMoL. O soro coletado apos a terceira inoculacdo foi capaz de
reconhecer a lectina no extrato, na fracdo e na lectina pura, pois foram observadas linhas de
precipitagdo (Fig. 5A). O anti-soro também interagiu com o WSMoL; nenhuma interacéo foi
observada com Con A (Fig. 5A). O IgG anti-cMoL pode ser utilizado em ensaios imunoldgicos
para o reconhecimento e caracterizacdo funcional de proteinas homdélogas nos varios tecidos de
M. oleifera, segundo Santos et al (2009) a planta € considerada um bom modelo de comparacao
estrutural entre lectinas e potenciais formas moleculares. Além disso lectinas em sementes de
leguminosas séo abundantes, possuem multiplas formas e ampla homologia (SHARON E LIS,
1989; CORREIA E COELHO, 1995; LAGARDA-DIAZ et al., 2017). Anticorpos obtidos por
lectinas de sementes podem detectar e quantificar lectinas nos tecidos vegetativos da planta
(RAMESHWARAM et al., 2009), nos resultados obtidos por Khurtsidze et al (2017), um
anticorpo especifico de uma lectina ligadora de galactose foi capaz de detectar lectinas,
principalmente nas folhas jovens da planta e estas lectinas vegetais foram utilizadas em estudos
investigativos sobre processos fisiolégicos da planta. O soro também pode ser usado para
investigar homologias em outras espécies vegetais e para revelar as reagdes cruzadas com outras
lectinas de plantas (ASHFORD et al., 1982).

As etapas de producdo do antissoro foram monitoradas pela avaliacdo do potencial
eletroquimico que revelou a eficiéncia em diferentes inocula¢fes em coelhos (Figura 5B), para
MOF (339-387 mV), MOF / cMoL (384-400 mV), MOF / anti- soro (402-391 mV), MOF /
anti-soro primeira inoculacdo (360-338 mV), MOF / anti-soro segunda inoculacdo (313-341
mV) e MOF / anti-soro terceira inoculacdo (304-326 mV). MOF e cMoL apresentaram perfil

caracteristico; soro sem lectina mostrou um potencial semelhante ao soro ap06s a primeira
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inoculacdo. A partir da segunda inoculagéo, iniciaram-se as alteragcdes, com diminui¢do do
potencial eletroquimico pelas amostras. Um sistema piezoelétrico registrou uma diminuigéo da
frequéncia, quando uma lectina especifica a galactose interagiu com o anticorpo especifico,
indicando um forte reconhecimento (SOUZA et al., 2019). Os dados confirmam os resultados
da imunodifusdo, uma vez que as varia¢es ocorreram a partir das doses de reforco. Segundo
Delahaut et al. (2017) melhores respostas a producdo de 1gG sdo obtidas a partir de doses de
reforco. A obtencdo de soros altamente especificos e com titulos elevados € relevante em
pesquisas envolvendo anticorpos policlonais e para garantir um bom resultado, sdo necessarias
técnicas de monitoramento. Talib et al. (2018) utilizaram 0 método ELISA para determinar o
titulo de anticorpos policlonais nos diferentes estagios de desenvolvimento, em seus resultados
houve uma maior absorbancia a partir da terceira, quarta e quinta imunizacao. A producéo de
um anti-soro produzido contra a lectina de uma isoforma de Cratylia mollis foi monitorada por
imunodifuséo e o anticorpo purificado foi conjugado e avaliado por ELISA (CORREIA et al.,
1995), Souza et al. (2019) detectaram, a partir da terceira imunizagédo, uma linha de precipitacao
entre a lectina BmoLL e o soro anti-BmoLL de Bauhinia Monandra, pelo ensaio de
imunodifusdo. O comportamento e a especificidade de anticorpos também podem ser
monitorados por métodos eletroquimicos. Rawat et al. (2017) desenvolveram um biossensor
eletroquimico para avaliar a intera¢do antigeno e anticorpo através da detec¢do de albumina de
soro bovino (BSA). Um imunossensor especifico para lectinas pode ter aplicacBes
biotecnoldgicas (VARGOVA et al., 2016). De acordo com Souza et al. (2017) biossensores e
imunossensores tém a vantagem como método, devido a sua miniaturizacao, baixo custo, alta
sensibilidade e resultados rapidos. A cMoL inibida com galactose 5, 10 e 15mM, néo interage
com o anti-soro, principalmente nas concentracdes de 10 e 15mM (Fig. 5C), provavelmente a
interacdo entre a lectina e 19gG ocorre pelo DRC. Nos resultados obtidos por Souza et al. (2019)
ndo houve diferencas no potencial medido na presenca ou auséncia de galactose, os autores
sugeriram que a interacdo BmoLL e IgG anti-BmoLL seria independente do local de ligagédo
aos carboidratos. Ashford et al (1982) identificaram por imunodifuséo a especificidade do soro
de coelho imunizado com lectina de batata (Solanum tuberosum) e revelaram populagdes de
anticorpos interagindo com porcdes distintas da molécula, com o sitio de ligacéo ao carboidrato
e a porcdo glicosilada. Ensaios eletroquimicos tém sido Uteis para caracterizar lectinas em
especificidade por carboidratos (SOUZA et al ., 2003; SOUZA et al., 2019), a caracterizagédo
estrutural de locais especificos de ligacdo a carboidratos relacionados a atividade biolégica em
lectinas vegetais (SUN et al 2019), basearam-se na interface eletrodo/lectina imobilizada e sua
interacdo com ligantes especificos (SOUZA et al., 2017; SILVA et al., 2019), que podem ser:
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ligagdo com carboidratos, anticorpo antigeno, glicoproteinas séricas (SOUZA et al., 2017,
TALIB et al 2018; SOUZA et al., 2019; SILVA et al., 2016) amplamente utilizadas em testes
analiticos para determinacdes quimicas e biologicas. Também podemos observar que o uso do
MOF como suporte eletroquimico foi eficiente, pois cMoL e soro anti-cMoL imobilizados,
mantiveram sua atividade. O uso de nanoparticulas em biosensores tem como objetivo um
melhor desempenho pelos sistemas, através da associacao ativa de biomoléculas com variados
nanomateriais incluindo hibridos organicos (RAWAT et al., 2017; WANG et al., 2017). As
MOFs sdo estruturas cristalinas formadas por redes coordenadas de metais e ligantes organicos,
que se destacam por sua extensa area de superficie e a presenca de poros com diametros
ajustaveis (XUE-TING et al., 2019). Essas estruturas tém sido utilizadas em aplicacdes
diversas, como por exemplo: catalise de rea¢6es quimicas (PATHAN et al., 2011), adsorcéo de
gases (XUE-TING et al., 2019) e também em sistemas eletroquimicos, na deteccdo de
componentes neurotransmissores (ZHOU et al., 2020). A eficiéncia do sistema eletroquimico
no reconhecimento e titulacdo dos diferentes estagios de producgéo de IgG anti-cMoL obtido em
nossos resultados, demonstram uma nova perspectiva de monitoramento do processo
envolvendo antigeno e anticorpo, utilizando um sensor como modelo para estudos direcionados
em aplicacGes médicas, o sistema também pode ser ativado na investigacdo do procedimento
fisico-quimico de lectinas, como também no campo da pesquisa ambiental no tratamento de
poluentes, uma vez que as lectinas de M. oleifera ja demonstraram atividade de remogéo de
impurezas de contaminantes em agua (SANTOS et al., 2009; FREITAS et al., 2016).

5. CONCLUSAO

O protocolo simples obteve gel de Guar com as caracteristicas necessarias para
interacdo com cMoL sendo, portanto, capaz de isolar a lectina que mostrou propriedades,
bacteriostaticas, fungistaticas e fungicidas. A lectina foi imunogénica e o imunossensor
desenvolvido foi eficiente caracterizar a interacdo cMoL/IgG anti-cMoL; de acordo com o
sistema eletroquimico essa ligacdo ocorre através do dominio de reconhecimento ao

carboidrato.
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Tabela 1 - Resumo da purificagdo cMoL isolada utilizando o gel de guar preparado por Appukutan et

al (1977).
Amostra Proteina (mg/mL) AH AHE Purificacdo (vezes)
Extrato salino 9.68 4096 423.14 1.0
Fracdo precipitada 19 2,048 1,077 25
P2 (cMoL) 0.398 1024 2,572 6.07

AH: Atividade Hemaglutinante. cMoL correspondeu a P2 da cromatografia de afinidade, como
mostrado em Figura 1A. P1 ndo apresentou AH.

Tabela 2 - Avaliacdo da atividade antimicrobiana do cMoL contra bactérias, fungos filamentosos e

leveduras.

Fungos ClIMsg CMF/CMB
Enterococcus faecalis 50 ND
Echerichia coli 12 ND
Candida albicans 2000 10000
C. krusei 4000 ND
C. tropicalis 62 10000
C. glabrata 2000 ND
Sporothrix shenkii ND ND
Aspergillus fumigatus ND ND
Myccrosporum gypseum 512 ND
Trichophyton rubrum 2048 ND
T. Mentagrophytes 2048 ND
Epidermophyton 2048 ND

Valores de Concentracdo Minima Inibitéria (MICso) e Concentracdo Bacteriana/Fungicida Minima
(CMF / CMB) expressos em (ug/mL). ND: ndo determinado.
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Figura 3 - Purificacdo da lectina coagulante Moringa oleifera (cMoL) isolada utilizando o gel de guar
preparado por Appukutan et al (1977).
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Legenda - (A) Cromatografia de afinidade da fracdo precipitada (10 mg de proteina) em coluna de gel
de guar. A etapa de lavagem usou NaCl 0,15 M; cMoL (0,4 mg) foi eluido com NaCl 1,0 M,
correspondendo ao pico P2. Recolheram-se fracgdes de 2,0 mL. (m) Absorbancia a 280 nm. (A) log
HA. (B) PAGE para proteinas basicas nativas de cMoL (P2) e o citocromo ¢ padrdo. (C) SDS-PAGE
(12%, p / v) de cMoL (25 ug) e marcadores de massa molecular, Coomassie Brilliant Blue foi usado na
coloracdo; a reacdo foi negativa com o reativo de Schiff. (D) Eletroforese bidimensional de cMoL.
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Figura 4 - Anélise das mudancas conformacionais em cMoL ap6s aquecimento e incubagdo em
diferentes valores de pH.
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Legenda - (A) Fluorescéncia de bis-ANS incubado com cMoL previamente aquecido a 25, 40, 70 ou
100°C. (B) Fluorescéncia de bis-ANS incubado com cMoL em valores de pH de 4,0, 7,0 ou 12,0.
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Figura 5 — Imunodifusdo em gel de agarose e potencial eletroquimico
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Legenda— (A) Imunodifusdo dupla em gel de agarose revelando a reacdo positiva (linha de precipitacéo)
entre IgG anti-cMoL (1) e cMoL purificado (2), fracdo de proteina precipitada (3), extrato salino (4) e
WSMoL (5); nenhuma reagdo foi detectada com Con A (6). (B) Potencial Eletroquimico de MOF [Cu3
(BTC) 2 (H20) 3] e fixado a um eletrodo de platina com pasta de carbono obtida pela mistura de carvéo
em pé e 6leo mineral. A solugdo salina foi usada como meio eletrolitico. —®— MOF, — ®
MOF/cMoL, MOF/IgG anti-cMoL, — ¥ MOF/IgG anti-cMoL primeira inoculagdo/cMoL,

MOF/IgG anti-cMoL segunda inoculagdo/cMoL, — < MOF/IgG anti-cMoL terceira
inoculagdo/cMoL. (C) Potencial eletroquimico de MOF, cMoL e IgG anti-cMoL em galactose. A
solucdo salina foi utilizada como controle no meio eletrolitico. Para avaliacdo, o anticorpo da terceira
aplicacéo foi imobilizado e testado na presenga de cMoL em diferentes concentraces de galactose 10,
15 e 20mM. —=— MOF/IgG anti-cMoL/cMoL em NaCl 0,15M —=— IgG anti-cMoL/cMoL em
NaCl 0,15M e 10Mm de galactose, IgG anti-cMoL /cMoL em NaCl 0,15M e 15Mm de galactose,
—v— 1gG anti-cMoL/cMoL em NaCl 0,15M e 20Mm de galactose.
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Resumo

O objetivo do presente estudo foi caracterizar a lectina coagulante de semente de Moringa
oleifera (cMoL) por métodos eletroquimicos: Potenciometria, voltametria e microscopia
eletronica de varredura (MEV), utilizando a estrutura metal organica MOF de
[Cuz(BTC)2(H20)3]n como suporte eletroquimico para imobilizar cMoL. Além disso, uma
metodologia utilizando uma bateria de aluminio-ar foi desenvolvida para degradacdo do corante
indigo carmim, utilizando um corante sintético com formulacao assemelhada ao efluente téxtil;
um biosensor investigou a interacdo de cMoL com o carboidrato especifico e utilizou a lectina
como bioativo para monitoramento da concentragéo residual do corante. A lectina purificada
mostrou variacdes de potencial eletroquimico relacionado & mudanca de carga da lectina
adsorvida na superficie do eletrodo e no contato com a galactose. A Microscopia Eletrdnica de
Varredura (MEV) revelou caracteristicas de cMoL e de cada componente das etapas de
montagem do eletrodo. Os resultados das reacdes de 0xido reducédo da bateria de aluminio gerou
0 composto quimico Al (OH)s) capaz de coagular o corante na solugcdo em cada recipiente, e
esse sistema gerou um potencial de 3,99V, aplicado na eletrolise do sistema formado pelo
béquer e eletrodos de ferro, promovendo uma eletrocoagulacdo do corante. A voltametria
ciclica mostrou picos diferenciados de dxido-reducao relacionados a quantificacdo dos residuos

por cMoL. O sistema eletroquimico foi capaz de caracterizar cMoL avaliando a interagdo com
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o ligante, o novo método foi eficiente para degradar o corante; o biossensor podera ser utilizado
para caracterizagdo estrutural de lectinas bem como sitios de ligagao aos carboidratos e tambem

pode ser aplicado no monitoramento de residuos de corantes em efluentes téxteis.

Palavras chave: lectinas, cMoL, Moringa oleifera, MOF, efluentes téxteis, sistemas

eletroquimicos.
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1 INTRODUCAO

Lectinas sdo proteinas que possuem sitios de ligacdo aos carboidratos, podendo
reconhece-los de forma especifica e reversivel, desta forma, possuem aplica¢fes bioquimicas,
biomédicas e biotecnoldgicas (Coelho et al., 2017). Elas estdo amplamente distribuidas na
natureza nos tecidos diversos dos organismos e podem aderir aos carboidratos presentes na
membrana ou parede celular aglutinando células, reconhecendo gliconjugados e glicanos

complexos (Santos et al., 2013).

M. oleifera é uma arvore polivalente (Santos et al., 2012; Santos et al., 2015; Raman et
al., 2018) com propriedades terapéuticas para usos medicinais alternativos (Soliman et al.,
2020). Extratos de suas sementes mostraram eficiéncia na remocdo do acido hdimico em
comparacdo ao componente quimico utilizado habitualmente (Santos et al., 2012) e também
possui proteinas coagulantes utilizadas no tratamento de agua e na remocdo de residuos
industriais (Shan et al., 2017).

Uma das moléculas coagulantes de sementes Moringa oleifera (cMoL), € uma lectina
catidnica, especifica de galactose, mostrou ser resistente ao pH amplo e altas temperaturas, a
lectina foi parcialmente caracterizada, mostrou perfil molecular de 26,5 KDa; ponto isoelétrico
aproximado 11,67; 101 aminoéacidos (Santos et al., 2009) e apresentou as seguintes atividades
bioldgicas: anticoagulante (Luz et al., 2013), inseticida (Oliveira et al., 2011), antiparasitéaria
(Medeiros et al 2020), citotoxicidade para células tumorais (Luz et al., 2017) e remocdo da
turbidez da agua de forma semelhante ao tratamento com sulfato de aluminio (Santos et al.,
2009).

Os métodos eletroquimicos sdo sensiveis, financeiramente viaveis, rapidos e possuem
uma variedade de estilos instrumentais e componentes (Souza et al., 2019). Esses ensaios tém
sido Uteis para detectar uma diversidade de analitos (Andrade et al., 2011; Doménech-Carbd et
al., 2016; Ejeian et al., 2018). Sistemas potenciométricos e amperométricos detectam através
de sinais elétricos mensuraveis, mudancas conformacionais de biomoléculas quando em contato
com um ligante ou alteragcdes no meio eletrolitico, correlacionando a distribuigdo de carga e

funcéo bioldgica (Santana et al., 2012).

A coagulacdo corresponde a primeira etapa de tratamento de agua, nas redes de

abastecimento, é utilizada para uma diminuicéo da turbidez e coloracéo, bem como a eliminacgéo
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de patdgenos (Santos et al., 2014). Um dos métodos promissores com esta finalidade é a
eletrocoagulagdo, que consiste em um metodo alternativo ao tratamento quimico, ocorre pela
desestabilizacdo de particulas poluentes através processos redox, promovidos por uma corrente
elétrica aplicada na célula eletroguimica, o sistema € composto por eletrodos metalicos, que
podem ser de Ferro ou Aluminio solucéo eletrolitica, a reagdo gera substancias coagulantes, que
podem ser hidroxidos metalicos ou polihidroxidos, responséaveis pela floculagdo dessas

particulas, que flutuam na superficie (Kothai et al., 2020).

MOFs sdo estruturas bidimensionais ou tridimensionais, que formam redes de
coordenacgdo com centros metalicos e ligantes organicos, que se destacam por suas qualidades,
como presenca de poros ajustaveis e ampla area de superficie e tem mostrado diversas
aplicacdes como separacdo de gases, purificacdo de moléculas, encapsulamento de drogas.
(Ahmad et al., 2015).

Neste trabalho cMoL foi caracterizada por métodos eletroquimicos: potenciometria e
microscopia eletronica de varredura (MEV). Além disso um biossensor foi projetado utilizando
cMoL imobilizada no polimero metal organico MOF [Cuz(BTC)2(H20)3]n, com o objetivo de
monitoramento residual do corante indigo carmim que simula um efluente téxtil, degradado por

eletrocoagulacéo.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento de lectina

O extrato obtido da semente de M. oleifera em pé e solucéo salina, foi adicionado com
sulfato de amoénio a 60% (p/v) de saturacdo de acordo com Green e Hughes (1955). A fragédo
precipitada (F 0-60%) foi coletada, ressuspendida e dialisada contra 4gua destilada (4 h, com
duas trocas liquidas); depois adicionada numa coluna (10 x 1,0 cm) contendo o gel guar
(Appukutan et al., 1977), equilibrado com NaCl a 0,15 M. As condicdes cromatograficas
utilizadas foram as mesmas relatadas por Santos et al. (2009) para purificar a cMoL. Foi
mantida uma taxa de fluxo de 20 mL/h e, apds um passo de lavagem com a solu¢éo de equilibrio,
as proteinas adsorvidas foram eluidas com NaCl 1,0 M. Fra¢6es de 2,0 mL foram recolhidas e
avaliadas quanto a absorbancia a 280 nm e AH. A concentracdo de proteina foi estimada pelo
método de Lowry et al (1951) e o ensaio de atividade hemaglutinante (AH) foi utilizado para
avaliar a capacidade de ligagdo de carboidratos da lectina, de acordo com Paiva e Coelho
(1992).

2.2 Avaliacbes eletroquimicas de cMoL imobilizado na superficie do eletrodo
MOF/Platina

2.2.1 Sintese do Metal-Organic Framework - MOF de [Cu3(BTC)2.(H20)3]n

A MOF [Cu3(BTC)2. (H20)3]n é um polimero poroso e cristalino composto por um
centro metalico, dimeros de cobre (dois ions de cobre I1) e a unidade de roda de pas formada
por quatro anions carboxilato dos ligantes BTC-. Foi sintetizada por via eletroquimica
utilizando a amperometria no laboratério de eletroquimica do DQ/UFRPE de acordo com o
método desenvolvido por Silva et al. (2018) utilizando uma solugdo de é&cido 1,3,5-
benzenotricarboxilico, nitrato de sddio e dimetilformamida em agua Mllipore numa razdo de

1:1. A sintese durou cerca de 17 min.
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2.2.2 Confeccéo do eletrodo de referéncia

O eletrodo de referéncia é composto por um fio de prata (Ag). Parte deste fio, é recoberto
com cloreto de prata (AgCl) e esta, foi inserida numa ponteira plastica contendo solugéo

condutora saturada de KCI 3mol/L.

2.2.3 Lavagem e preparacéao do eletrodo de trabalho

O eletrodo constitui-se como uma placa de platina de area 0,5 cm2. Antes de ser
montado, 0 mesmo sofre lavagem quimica com imersdo numa solucédo de acido nitrico (HNO3)
P.A durante 2 minutos, em seguida foi lavado com agua destilada e secagem a temperatura
ambiente. Para fixar a MOF/cMoL no eletrodo de platina foi utilizado uma pasta composta por
0,0650g de carbono em po e 6 gotas de 6leo mineral, para construcdo do eletrodo de trabalho
modificado, PtYMOF/cMoL.

2.2.4 Imobilizacdo e Pontenciometria

No processo de imobilizacdo da lectina na MOF [Cuz(BTC)2(H20)z]n, foi realizada a
pesagem de 0,0060g desse polimero e a adigdo de 20 pl de cMoL 3mg/L, em uma temperatura
de 4°C durante 24h.

Apds a montagem do eletrodo de trabalho nas condi¢cGes mencionadas acima e no item

4.2.3, foram feitam as medidas dos potenciais eletroquimicos das seguintes etapas:

1) Eletrodo de Platina com MOF (Pt/MOF);
2) Eletrodo de platina com Pt/MOF/cMoL com NaCl 0,15M no meio eletrolitico;
3) Pt/MOF/cMoL com NaCl 0,15M e diferentes concentragdes de galactose: 10, 15 e
20mM.
O eletrodo de platina juntamente com eletrodo de referéncia prata/cloreto de prata (Ag/AgCl) e
a solucdo salina no meio eletrolitico, compdem a célula eletroquimica, esse sistema foi ligado

ao potencidmetro com cabo adaptado para leituras potenciométricas.
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2.3 Microscopia eletrénica de varredura (MEV)

A caracterizagdo foi realizada através da obtencdo de imagens no Microscopico
Eletronico de Varredura (MEV), Marca: TESCAN, Modelo: VEGA3, equipamento disponivel
CENAPESQ/UFRPE.

2.4 Eletrocoagulacéo (EC)

Para a construcdo da bateria de aluminio foram utilizados os seguintes reagentes e
materiais: corante para tecido do indigo-carmim na concentracdo 0,1 g/L-1 que simulou um
efluente téxtil, para o controle de cargas o NaCl foi adicionado na solucdo, recipiente de

aluminio e fios de cobre de 1m de comprimento por 2,5mm de espessura.

Os componentes da célula eletroquimica foram eletrodos de ferro (sacrificio) e solucéo

eletrolitica, contendo a mesma solucéo da bateria de aluminio.

O sistema foi conectado pela fonte de energia externa (bateria de aluminio) composta
por pilhas, cujo os eletrodos foram os recipientes de aluminio (anodo) e os fios de cobre
(catodo), essas pilhas foram ligadas em série, no qual o fio de cobre foi inserido no interior de
cada recipienteligando a recipiente seguinte. O potencial foi medido ligando o terminal positivo
do multimetro no primeiro fio de cobre, e o terminal negativo no ultimo recipiente e foi

equivalente & soma do potencial de cada pilha Fig 1.
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Figura 1 - Sistema eletroquimico mostrando mecanismo de eletrocoagulagao.

Bateria 3,99V

T

Coagulacio

(Oxidagao)

Legenda: Sistema eletroquimico mostrando mecanismo de eletrocoagulagdo. O recipiente com o
namero 1, estd exemplificando os detalhes das reagGes em cada recipiente.

2.5 Voltametria ciclica

Foi realizada a caraterizacdo eletroquimica por voltametria ciclica no
potenciostato/galvanostato da Autolab Eletrochemical Instruments, localizado no Laboratério
de Analises Quimicas e Sensores —LAQIS/UFRPE. Na medicdo utilizou-se o eletrodo de
referéncia Ag/AgCl, um fio de platina como contra eletrodo e o eletrodo de trabalho modificado
Pt/MOF/cMoL inseridos em amostras contendo corante do tipo indigo-carmim apds o
tratamento com os recipientes de aluminio. O tratamento da solu¢cdo com corante, nos

recipientes de aluminio teve duracdo de 1h.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

Foram realizadas as medidas potenciométricas utilizando o eletrodo de trabalho e o
eletrodo de referéncia, ambos imersos em solugdo de NaCl 0,15mol/L e acoplados a um
medidor potenciométrico. Verificou-se o potencial eletroquimico em todas as fases deste
sistema analitico (Fig. 2). Os potenciais eletroquimicos mais elevados, resultam da interacéo
entre cMoL imobilizada no eletrodo de platina revestido com MOF (Pt/MOF/cMoL) e as
diferentes concentracGes de galactose, revelando que essas alteragcbes séo resultantes das

intrinsecas mudancas conformacionais ocorridas na superficie da lectina imobilizada. Um
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comportamento semelhante foi observado em uma lectina adsorvida em esferas de nafion na
presenca do carboidrato (Souza et al., 2003). O desempenho biolégico de uma lectina
correlacionando as modificacdes estruturais e distribuicdo de cargas superficiais foi elucidado
por potenciometria (Santana et al., 2012). Os potenciais redox de uma camada adsorvida podem
revelar dados caracteristicos sobre seu estado de equilibrio, através dos métodos
eletroquimicos, a interface de moléculas com cargas elétricas, adsorvidas na superficie do
eletrodo pode ser avaliada de forma simplificada (Souza et al., 2001) além disso, o potencial
eletroquimico de uma molécula diz respeito a carga distributiva de sua superficie quando
exposta a um campo elétrico (Souza et al., 2003) e a investigacdo da regido da dupla camada
elétrica de interfaces é relevante para o entendimento dos mecanismos de intera¢fes bioldgicas
de lectinas (Souza et al., 2001).

A imobilizacdo da cMoL na estrutura metal-organica [Cu3(BTC)2.(H20)3]n foi
eficiénciente e facilitou a obtencdo dos potenciais eletroquimicos, mostrando que a utilizacéo
do sistema eletroquimico com eletrodo de trabalho modificado podera ser aplicado para estudo
da interacdo dessa lectina com o corante do tipo indigo. Em eletroquimica de moléculas
bioldgicas, um biossensor é considerado eficiente, quando o elemento biolégico imobilizado
néo sofre desnatura¢do mantendo, portanto, sua atividade (Abreu et al., 2017). A imobilizagédo
de lectinas para o reconhecimento de acUcar oferece mais vantagens entre 0s sistemas
bioespecificos proteinas/carboidratos por ndo sofrer alteracdes estruturais, apos as ligacoes e
além disso podem fornecer dominios de ligacdo aos carboidratos independentes (Li etal., 2011).

A Microscopia Eletrénica de Varredura (MEV) foi utilizada para caracterizar a MOF e
investigar a sua interagdo com a cMoL e galactose Fig 3. A caracteristica geométrica dos cristais
da MOF Cu-BTC estéa representada por uma estrutura octaédrica lisa, de tamanho aproximado
2 um. A Fig. 3B mostra a galactose aderida na superficie da MOF, na Fig. 3C uma estrutura
globular de cMoL aderida na superficie da MOF e o sistema completo MOF/cMoL/galactose
esta representado na fig.3D.

Para o tratamento dos residuos de corante nas pilhas de aluminio, como mostra o
mecanismo de eletrocoagulacdo esquematizado na Fig 1. No cdtodo da pilha o oxigénio
dissolvido na &gua sofre reducdo na superficie do cobre formando hidroxila. No &nodo, o
aluminio sofre oxidagéo liberando AI** os quais, reagem com a hidroxila para formar Al
(OH)a(s), um precipitado branco responsavel pela coagulagéo do corante contido na solugéo,

conforme as seguintes equagdes:

Anodo: Al ) — Als+ g + 3¢7, E®=-1,66 V (1)
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Cétodo: O, + 2H,0 + 4 & — 40H", E°= 0,82 V (2)
Reacdo Global: Al ) + 30H"— Al (OH)s ) + 3¢, E®=2.30 V (3)

O potencial gerado pela bateria foi equivalente a 3,99V e possibilitou a eletrélise para
tratamento de novas amostras de corante no sistema formado pelo béquer e eletrodos de ferro
(Figura 1). O recipiente é o anodo na bateria porque ela sofre a oxidacéo, os elétrons formados
nessa oxidacao percorrem o fio externo até o eletrodo de ferro que promoveré a redugéo da agua
formando hidréxido (OH-) e hidrogénio (Hz), enquanto que no eletrodo de ferro, conectado ao
fio de cobre, ocorreu a oxidacéo do ferro formando Fe?* os quais, reagem com o hidroxido para
produzir Fe (OH)2, um precipitado gelatinoso capaz de coagular o corante contido na solucéo
(Figura4 A e B).

Fe ) — Fe?* @) + 2¢7(4)
2H>0 + 26— H, + 20H"(5)

Foi medido o pH das amostras com corante para verificar a formagéo de hidréxidos na
solugéo (Tabela 1).

Tabela 1 - Medicdo do pH das amostras.

Amostras com corante pH

Amostra sem tratamento 5,97

Amostra ap6s tratamento com eletrodo de aluminio 6,24
Amostra ap0s tratamento com eletrodo de ferro 7,01

Medicdo do pH das amostras antes do tratamento e apds o tratamento eletroquimico, com eletrodos de
ferro e aluminio.

Observou-se um aumento do pH das amostras ap0s o tratamento, autores sugerem que
essa elevacao no pH ocorre devido a evolugéo do hidrogénio no catodo (Meneses et al., 2011).
As técnicas comumente aplicadas no tratamento de efluentes possuem um custo elevado, além
da adicdo de componentes quimicos, em vista disso a busca por novos métodos para o
tratamento de dgua tem sido realizada (Criado et al., 2020). Métodos de eletrocoagulacéo (EC)
sd0 mais vantajosos do que outros tratamentos, pois utilizam uma simples instrumentacéo,
possuem facil manuseio, além disso o lodo residual formado pode ser retido com mais
facilidade, devido a sua constituicdo por 6xidos/hidroxidos metalicos (Kalivel et al., 2020),
portanto esta técnica é bastante utilizada na remocéo da cor e descontaminacdo do efluente
(Hendaoui et al., 2020). Apesar disso 0 método apresenta algumas limitagcGes, como consumo


https://www.sciencedirect.com/science/article/abs/pii/S1004954120304924#!
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de energia elétrica, entdo tem-se investigado novas alternativas de aprimoramento (Ozyonar et
al., 2020), como no exemplo do trabalho o sistema composto por recipientes de aluminio
gerando energia para ativar a reacdo de degradacdo do corante, representa, portanto, uma

importancia ciéntifica, econémica e ambiental.

Para identificar a ocorréncia de interacdo entre cMoL e o corante do tipo indigo-carmim
foi realizada a voltametria ciclica Fig. 5. Através do voltamograma observou-se a eficiéncia do
tratamento devido a diferenga nos picos redox, no qual houve uma diminui¢do nos picos da
corrente nas amostras tratadas, indicando que cMoL foi capaz de monitorar os residuos antes e
apos o tratamento. Nao foi verificada diferenca relevante entre as amostras tratadas nas pilhas
de aluminio ou apds a eletrélise. Em um estudo anterior, cMoL mostrou capacidade coagulante
para remocao de impurezas em aguas turvas (Santos et al., 2009), porém €é a primeira vez que
este mecanismo da lectina permitiu sua aplicacdo em um biosensor eletroquimico no controle
de residuos de efluentes. O método de eletrocoagulacéo foi eficiente na remocao de corantes,
indicando uma possibilidade de utilizar sistemas contendo reatores revestidos com aluminio e
eletrodos de cobre para tratamento de efluentes oriundos de industrias téxteis. O biosensor
utilizando cMoL pode ser utilizado no reconhecimento de corantes em efluentes de indUstria

téxtil.

4 CONCLUSOES

A lectina coagulante de sementes de M. oleifera (cMoL) foi caracterizada por métodos
eletroquimicos. O método de eletrocoagulacdo foi eficiente na remocdo do corante e constitui
um meétodo de aprimoramento do sistema convencional. O biosensor utilizando cMoL
imobilizada foi capaz de monitorar residuos de corante das amostras tratadas com eletrodos de

ferro e aluminio.
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Legenda - Potencial eletroquimico do eletrodo de platina revestido com MOF, Pt/MOF (-g-), eletrodo
de platina revestido com MOF e cMoL imobilizada, Pt/MOF/cMoL, (-e-); eletrodo de platina revestido
com MOF e cMoL imobilizada, PtYMOF/cMoL e interagindo com diferentes concentraces de

galactose: 10mM (-a-), 15 mM (-w-) e 20 mM (

(05).

). NUmero de repeticGes perfaz o total de cinco
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Figura 3 - Microscopia Eletronica de Varredura (MEV) revelando estruturas: cristais da MOF de
[Cus(BTC)2.(H20)3]n

(B)

(©

Legenda - Cristais da MOF de [Cu3(BTC),.(H20)3]n (A), Cristais da MOF de [Cuz(BTC)..(H20)s]ncom
cMoL imobilizada (B), Cristais da MOF de [Cus(BTC)2.(H20)s]n com cMoL imobilizada interagindo
com galactose 10 Mm (C), Cristais da MOF de [Cu3(BTC)..(H20)s], com galactose 10 mM (D).



Figura 4 - Solugdo de corante exibindo o processo de coagulagcéo ap6s o tratamento eletroquimico

Fonte: o autor (2019)

Figura 5 - Voltamograma ciclico com amostras antes do tratamento, apds o tratamento na pilha de
aluminio e também, ap6s o tratamento por eletrolise.
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Resumo

Cryptococcus neoformans € um fungo oportunista que causa graves infecgcdes em pacientes com
baixa imunidade. O aumento da resisténcia aos medicamentos, além de poucas opcdes de
tratamento, tem levado a busca por novas fontes de compostos ativos. Lectinas de plantas
podem aderir aos carboidratos da superficie celular de microrganismos impedindo seu
crescimento. O objetivo deste trabalho foi investigar o potencial de inibicdo e antifingico da
lectina coagulante de sementes de M. oleifera (cMoL) contra isolados clinicos de C.
neoformans. Para avaliar a atividade antifungica de cMoL, um teste de sensibilidade a
microdiluicdo em caldo foi realizada seguindo um protocolo padrdo e o efeito inibitorio de D-
galactose na ligagdo foi avaliado. Uma concentracdo minima inibitéria (CMI) de 128 pg/mL foi
observada. A lectina mostrou uma concentra¢cdo minima fungicida (CMF) 256 pg/mL. A adigdo
do carboidrato n&o inibiu a agéo da lectina. Os resultados estimulam novas pesquisas de cMoL

na producao de um novo farmaco ou a acéo sinérgica com medicamentos convencionais.

Palavras chave: Lectinas, M. oleifera, cMoL, fungos, Cryptococcus neoformans
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1 INTRODUCAO

A ocorréncia de doencgas provocas por fungos invasores, esta relacionada, na maioria
das vezes, a espécies do género Candida e Cryptococcus, sendo estes microrganismos
oportunistas responsaveis pelo aumento de infeccdes em individuos imunossuprimidos
(Brilhante et al., 2015). Criptococose € uma infeccdo pulmonar ou disseminada, adquirida por
inalacdo de particulado contaminado com a levedura encapsulada Cryptococcus neoformans ou
C. gattii. Estima-se que 200.000 pacientes com HIV adquirem a meningite criptococica em todo
0 mundo e o numero de 6bitos alcancaram 181.100 mortes por ano (Tanu et al., 2020). Além
disso, a resisténcia desses microrganismos a medicamentos comumente utilizados no
tratamento das pessoas infectadas tem sido relatada com frequéncia, tornando necesséria a
busca por novas alternativas de tratamento (Zarfar et al 2019; Martinez et al 2010).

Entre estas alternativas, as lectinas tem demonstrado atividades para diversas areas da
medicina incluindo o controle de patégenos (El-Maradny et al 2021), sdo proteinas ou
glicoproteinas que reconhecem estruturas de carboidratos aderidos na superficie da célula e em
glicoconjugados, expondo uma elevada afinidade e especificidade (Santos et al 2013). As
interacdes reversiveis entre estas biomoléculas e seus ligantes, permitem diversas aplicacdes
biotecnoldgicas, farmacoldgicas e terapéuticas (Coelho et al 2017). Lectinas de plantas tem
demonstrado atividade de inibi¢do contra fungos patogénicos de importancia médica (Kafkle et
al 2013).

Moringa oleifera, uma espécie arbdrea, que se desenvolve rapidamente, teve origem na
india e seu cultivo foi ampliado em regibes tropicais e subtropicais (Raman et al 2018). Esta
planta possui uma boa adaptagédo climéatica e um amplo valor biotecn6logico (Napoleéo et al
2019), suas sementes contém lectinas com diversas aplicagdes bioldgicas, por exemplo a lectina
coagulante de sementes de M. oleifera (cMoL), uma ligadora de galactose, com peso molecular
26,5 kDa, € resistente a altas temperaturas e variacdes de pH, ja demonstrou diversas atividades
(Santos et al 2009; Oliveira et al 2011; Luz et al 2017; Medeiros et al 2020), outra lectina da
semente de M.oleifera, WSMoL mostrou atividades contra bactérias e fungos de importancia
médica (Moura et al., 2017; Santos et al., 2020).

Este trabalho teve como objetivo avaliar a atividade antimicrobiana da cMoL, lectina
coagulante de M. oleifera, contra isolados clinicos de C. neoformans obtidos da Colecdo de
culturas Micoteca URM. Em resultados prévios, a lectina revelou uma acao antimicrobiana

principalmente contra fungos.
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2 MATERIAIS E METODOS

2.1 Isolamento de lectina

O extrato salino do p6 da semente triturada de M. oleifera, foi adicionado com sulfato a
(p/v) 60% de saturacao de acordo com Green e Hughes (1955). A fracéo precipitada (F 0-60%)
foi coletada, ressuspendida e dialisada contra dgua destilada (4h, com duas trocas liquidas);
depois adicionada numa coluna (10 x 1,0 cm) contendo o gel guar (Appukutan et al. 1977),
equilibrado com NaCl a 0,15 M. As condi¢bes cromatograficas utilizadas foram as mesmas
relatadas por Santos et al. (2009) para purificar a cMoL. Foi mantida uma taxa de fluxo de 20
mL/h e, apds um passo de lavagem com a solucdo de equilibrio, as proteinas adsorvidas foram
eluidas com NaCl 1,0 M. Fragdes de 2,0 mL foram recolhidas e avaliadas quanto a absorbancia
a 280 nm e AH. A concentracdo de proteina foi estimada pelo método de Lowry et al (1951) e
0 ensaio de atividade hemaglutinante (AH) foi utilizado para avaliar a capacidade de ligacdo de

carboidratos da lectina, de acordo com Paiva e Coelho (1992)

2.2 Atividade antifungica

Os ensaios antifungicos foram realizados utilizando 11 isolados clinicos de
Cryptococcus neoformans URM 6900, URM 6901, URM 6902, URM 6903, URM 6904, URM
6905, URM 6906, URM 6907, URM 6908, URM 6909, URM 6898, obtidos da colecdo de
culturas Micoteca URM do Departamento de Micologia da Universidade Federal de
Pernambuco. O método utilizado para a levedura seguiu as condic¢Ges descritas no documento
do Clinical and Laboratory Standards Institute M27-A3 (2008). O meio de cultura foi RPMI
1640 (Sigma-Aldrich, EUA) com L-glutamina e sem bicarbonato de sédio, pH 7,0 £ 0,1, com
acido morfolino propanossulfénico (MOPS, 0,165 mol/L, Sigma-Aldrich). O meio de cultura

foi esterilizado em membranas de 0,22 um (Millipore, Darmstadt, Alemanha).

O cMoL foi preparado e utilizado 1024 ug/mL, diluido em dimetilsulfoxido, DMSO
(Dinamica: Quimica Contemporanea Ltda, Sdo Paulo, Brasil). As coldnias fungicas foram
adicionadas 3 mL de solucdo salina esterilizada 0,85%, e a suspensédo foi homogeneizada com
pipeta. Posteriormente, a mistura resultante foi transferida para tubos de ensaio esterelizados,
adiconados com Tween 20 (10 pL de Tween/5mL de solugdo salina). Apds 5 min de repouso,

o0 sobrenadante foi transferido para outro tubo de ensaio esterilizado e agitado por 15s em
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vortex. A suspensdo foi ajustada por espectrofotdmetro a 530 nm para obter uma densidade
Optica entre 0,09 a 0,13. As suspensdes foram entdo diluidas (1:50) em RPMI 1640 para
obtencio de uma concentracgdo final de cerca de 0,4 x 10* a 5 x 10* CFU/mL. As placas de
microtitulacdo de fundo chato de 96 pogos (TPP, Trasadingen, Suica) foram usadas para 0s
testes, nas quais 100 pL de cada diluicdo de droga a ser avaliada estavam nas linhas 1 a 10. Em
seguida, 100 pL de meio RPMI 1640 foram distribuidos nas linhas 11 e 12, que foram utilizados
como controle de esterilizacdo e crescimento, respectivamente. Posteriormente, 100 uL do
indculo padronizado foram adicionados aos pogos das linhas 1 a 10 e ao pogco 12, e as
microplacas foram incubadas a 35 °C por 48h para determinar a Concentracdo Inibitoria
Minima (CMI), definida como a menor concentracdo de antiflngico capaz de inibir o
crescimento. Para determinar a Concentracdo Fungicida Minima (CMF), o conteudo dos pocos
mostrando 100% de inibicdo do crescimento foi cultivado no meio Sabouraud Dextrose Agar
em placas de Petri. As placas foram incubadas a 35 °C por trés dias para determinar a viabilidade
do fungo. A CMF foi confirmada pela auséncia de crescimento de fungos. O efeito da D-
galactose na atividade antimicrobiana de cMoL também foi determinado. O cMoL (4096 pg/ml)
foi pré-incubado com D-galactose 200 mM a 37 °C por 1h e, em seguida, 0s ensaios
antimicrobianos da lectina foram realizados conforme descrito acima. Os testes de controle
foram feitos com meio de cultura sem cMoL e meio de cultura sem cMoL contendo D-galactose.

Os ensaios antimicrobianos foram realizados em triplicata.

3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A concentracdo minima inibitoria (CMI) foi estimada conforme mostrado na Tabela
1. Dos onze isolados de C. neoformans testados, oito foram inibidos com 128 pg/mL e dois
isolados foram inibidos em uma concentra¢do minima de 64 pg/mL. O motivo da ampliacéo do
namero de isolados clinicos de C. neoformans testados neste trabalho, objetivou confirmar a
acdo antimicrobiana da lectina. VariagOes de atividade de inibi¢do entre lectinas e fungos de
uma mesma espécie podem estar relacionadas as estruturas heterogéneas dos carboidratos da
superficie celular (Kafkle et al., 2013; Ludwig et al., 2019), a capsula de C. neoformans, seu
principal fator de viruléncia, é constituida por uma estrutura entrelagada de polissacarideos,
principalmente glucuronoxilomanano (GXM), além de glucuronoxilomanogalactano
(GXMGal), em uma menor quantidade, além de glicanos complexos, manoproteinas, glucanos
e quitooligdbmeros (Fonseca et al., 2013). Outra lectina de semente de M. oleifera WSMoL
inibiu o crescimento de espécies de Candida com um MIC de 20 pg/mL (Santos et al., 2020).
Kafkle et al (2013) avaliaram o potencial de inibicdo de leveduras de importancia médica, do
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género Candida e as espécies: Malassezia paquidermatis, Rhodotorula sp., Trichosporon sp. e
C. neoformans por lectinas obtidas das seguintes plantas: Abelmoschus esculentus, Canavalia
brasiliensis, Mucuna pruriens, Clitoria fairchildiana, Dioclea virgata, Bauhinia variegata
observando a inibicdo apenas da espécie Candida parapsilosis pelas lectinas testadas, com o
valor do CMI entre 0,97 e 125 pg/mL. Regente et al., (2014) investigaram o potencial
antifungico da lectina Helja, extraida da muda do girassol contra leveduras patogénicas de
humanos, e verificaram uma inibi¢do em 200 ug/mL, além disso a lectina induziu alteracdes na
morfologia celular, na permeabilidade da membrana, e induziu a producao de oxigénio reativo
em um dos microrganismos. A lectina (WGA), obtida do germem do trigo, ao se ligar com
estruturas derivadas de quitina na parede celular de Cryptococcus sp., promoveu um blogueio
das vias necessarias para formacdo da capsula, alterando 0s mecanismos patogénicos Fonseca
et al.,2013. C. neoformans é um fungo leveduriforme, adquirido do ambiente e que causa
doencas em humanos. A incidéncia de infecgdes provocadas por esta espécie patogénica tem
atingido cerca de um milh&o de pessoas por ano (Zafar et al., 2019). A contaminacdo acontece
guando o patégeno ao ser inalado provoca inicialmente pneumonia (Mayer et al., 2019),
podendo resultar em lesbes cerebrais severas (Kathiresu et al., 2020). O aumento exacerbado
da resisténcia microbiana, tem sido causa de preocupagdo no mundo todo, principalmente
fungos nos quais as op¢oes de tratamentos séo escassas (Zafar et al., 2019). Algumas barreiras
sdo relatadas no tratamento de infec¢des causadas por fungos como, dificuldades no tratamento
e na aquisicdo de novas drogas, bem como um custo elevado (Lai et al., 2016). Um efeito
sinérgico da associacdo de medicamentos tradicionais com outras substancias, podem
potencializar a acdo, além de diminuir a concentracdo do farmaco e também previnir a
resisténcia. O uso combinado de medicamentos tradicionais e substancias naturais tem
mostrado um efeito positivo no tratamento da doenga (Sangalli-Leite et al., 2016).

Na presenca do agUcar inibidor de cMoL, a D galactose (200 mM) a lectina manteve
a atividade antimicrobiana Fig.1., Segundo Santos et al., (2019) interacfes biologicas de
lectinas quando nao interrompidas pelo carboidrato especifico, podem indicar que a ligacéo néo
ocorre através do dominio de ligacdo ao carboidrato (DCR). Lectinas podem se ligar mais
fortemente aos carboidratos complexos, como por exemplo na membrana de microrganismos,
do que agucares livres (Souza et al 2003; Gajdos et al 2021). Uma lectina especifica a galactose
testada contra fungos e bactérias, mostrou atividade contra bactérias apenas (Siritapetawee et
al 2018). Neste mesmo trabalho a lectina pré-incubada com galactose mostrou que a atividade
bactericida foi neutralizada, porém a atividade de inibicdo em algumas das bactérias foi

mantida, o autor atribuiu esses resultados a afinidade da lectina pela galactose da parede celular
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do microrganismo. Diante desses resultados, novas pesquisas de detalhamento da acéo
antimicrobiana da lectina, bem como o potencial de inibicdo de fatores de viruléncia de C.

neoformas podem ser investigadas, para desenvolvimento de novos farmacos.

Figura 1 - Representacdo esquematica de cMoL interagindo com o patégeno Cryptococcus neoformans,
através de um dominio diferente do dominio de reconhecimento ao carboidrato. cMoL inibida pela
galactose se ligou a cepa patogénica.

cMol Galactose
®e
@

,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,

Tabela 1 - Perfil de inibigdo de CIM 50 exibindo a concentra inibitéria minima (CIM) e concentragdo
fungicida minima (CFM) de isolados de C. neoformans frente a lectina coagulante de sementes de M.
oleifera (cMolL).

C. neoformans CIM (pg/mL) CFM (pg/mL)
URM 6900 128 256
URM 6901 128 256
URM 6902 128 256
URM 6903 128 256
URM 6904 128 256
URM 6905 128 256
URM 6906 128 256
URM 6907 128 256
URM 6908 128 256
URM 6909 64 128

URM 6898 64 128
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4 CONCLUSAO

A lectina coagulante de sementes de M. oleifera (cMoL) promoveu uma atividade fungicida
frente aos isolados clinicos de C. neoformans. A atividade antimicrobiana da lectina ndo foi

inibida na presenca da galactose.
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6 CONCLUSOES

A cMoL purificada até a homogeneidade, em quantidades de miligramas, por meio de
um protocolo de afinidade com gel de guar simples, mostrou propriedades bacteriostaticas,
fungistaticas e fungicidas. A lectina foi imunogénica e o imunossensor desenvolvido foi
eficiente no monitoramento da producdo do IgG anti-cMoL; de acordo com o sistema
eletroquimico a interacdo cMoL/1gG anti-cMoL ocorreu através do DRC.

A lectina foi caracterizada por métodos eletroquimicos. O método foi eficiente na
remocdo do corante indigo carmim, nas amostras tratadas com eletrodos de ferro e aluminio. O

biosensor utilizando cMoL imobilizada foi capaz de monitorar residuos do corante.

A lectina coagulante de sementes de M. oleifera (cMoL) promoveu uma atividade
fungistatica e fungicida frente aos isolados clinicos de C. neoformans. A cMoL inibida por
carboidrato manteve a atividade contra o microrganismo, podendo indicar uma maior interacéo

com os carboidratos complexos da membrana/parede celular do microrganismo.
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ABSTRACT

Keywords:
Moringa olefera
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Malility index

Haemonchus contorius is a hematophagous parasite causing damage to the production of ruminant animals
throughout the world. This study cvaluated the in vitro effect of proteins from Moringa oleifera (WSMol, - Water
soluble M. oleifera Lectin and cMol. - eoagulant M. oleifera Lectin) on the metility of infective larvac and adult
malc and female worms of I1. contortus. The specific activity of total proteases and the morphology of the worms
exposed 1o the lecting were: observed. Bolh lecting inhibited meltility of all parasite stages tesled, WSMol. and
«MoL at 500 pg mL ™" interfered in the motility of larvae. Values of 11.1% and 8.1% were the lowest motility
indices of larvae with sheath, and 30 6% and 16.4% were the lowest motility indices ol exsheathed larvae treated
with WSMaol. and eMol,, respectively. 1n 1 mg ml.”! solutions of WSMol. and of eMal., the motility index of adult
malc worms was 23.3% (p < (.001) and 20% (p < 0.001), while the motility index of adult female worms was
63.3% (p > 0.05) and 26.6% (p < 0.001), respectively. Greater protealytic activity was defected in extracts
abtained from adult worms, male and female, after incubation with the lectins. Morphological changes caused by
the lecting were revenled by changes in the crests of the cuticle, in the longitudinal striations and al the vulva.

1. Introduction

glycoproteins and free earbohydrates in solution (Coslho et al, 2017),
and thereby offer a range of applications. Two lectins of Moringa oleifera

The helminth Haemonchus contortus is the parasite with the highest
infectious character in ruminants, causing damage to the production of
these animals throughout the world, especially due to its hematopha-
gous habit (Hoberg et al., 2004; Hoste et al., 2016).

Resistance to anthelmintics has encouraged increased screening of
natural compounds with nematicidal effects which interfere in the life
cycle of the parasites, Lectins have been shown to have nematicidal ef-
fects by interacting with worm glycoproteins and inhibiting egg hatch-

ing and larvae development (Hoste and Torres-Acosta, 2011; Rios-De
Alvarez et al., 2012; Sandoval-Castro et al., 2012; Heim et al., 2015;
Mec etal, :

Lectins are proteins of non-immunoclogical origin with carbohydrate-
specific binding sites, through which they are able to interact with cells,

* Corresponding author.
** Correspanding author.

Lamarck 1785 seeds, WSMoL (Water Soluble M. oleifera Lectin) and
cMolL (coagulant M. eleifera Lectin) (Coelho et al., 2009; Santos et al,,
2009), have been the focus of investigations regarding their nematicidal
action. WSMolL is an acldie cligomeric protein (pH 4.5) that has a net
negative charge in 0.15 M NaCl solution, with a molecular mass of
approximately 60 kDa and with a peptide sequence similar to the pro-
teins MO2.1 and MO2.2 (flocculating proteins of M. oletfera, as identi-
fied in the NCBI database - identification number gi|127215 — last
updated December 2019) and whose specific activity has been found to
decrease in the presence of [fructose and pork thyroglobulin (Gas
senschmiclt et al., 1995; Coelho et al., 2009; Moura et al., 2016). cMoLis
a cationic, thermostable, non-glycosylated protein, active at a wide pH
range from 4.0 to 9.0, with a molecular weight of 26.6 kDa, and with
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affinity for glycoproteins such as azocasein and asialofetuin (Sontos
etal, 2009; Luz et al., 2013), These lectins present biological activities,
such as insecticidal, coagulant in water, bactericidal and nematicidal
(Coelho et al., 2009; Santos et al, 2009, 2012 .
2011; Luz et al,, 2013; Moura et al,, 2016; Medeiros et al., 2018), This
study reports the effect of the lecting WSMoL and eMoL on the motility of
H. contortus in the third larval and the adult stages; in addition, changes
were verified in the protease activity and morphological aspects of the
species aftel treatment with the lectins.

)14; Ferreira et al

2, Material and methods
2.1. Purification of lectins

WSMol, was isolated following the protocol of Coelha et al. (2009).
Seeds (10 g) of M. oleffera were triturated and homogenized in distilled
water (100 mL) for 16 h at 28 “C. Then, the solution was filtered through
gauze and centrifuged (3,000xg for 15 min at 4 “C). The supernatant
was subjected to protein precipitation with ammonium sulfate ar 60%
saturation (for 4 h at 28 "C). The material was centrifuged and the
precipitate obtained was solubilized in 0.15 M NaCl and dialyzed (in a
membrane with porosity to retain molecules of 3.5 kDa) against 0.15 M
NaCl solution (for 6 h at 4 °C). The dialyzed protein fraction was
chromatographed in a chitin (Sigma - Aldrich, MO, USA) column (18 x
1.5 cm); the lectin adsorbed was eluted with 1 M acetic acid and the
protein pool obtained was dialyzed against 0.15 M NaCl solution (for 6
hat4-°C).

cMoL was isolated as deseribed by Santos er al, (2009); seeds were
processed and homogenized in 0.15 M NaCl for 6 hat room temperature.
Then the material was filtered and centrifuged (12,000 xg for 20 min at
4 °C). The protein content was precipitated with 60% of ammeonium
sulfate for 4 h at room temperature; the material was centrifuged, and
the protein fraction obtained was dialyzed at 4 °C against distilled water
(two exchanges) and then against 0.15 M NaCl solution (overnight). The
dialyzed protein fraction was chromatographed on a guar gel (Sigma -
Aldrich, MO, USA) column (10 x 1.0 ¢m) previously balanced with 0.15
M NaCl; the adsorbed cMoL was eluted with 1 M NaCl, and the protein
pool obtained was dialyzed against distilled water (four exchanges, 1 h
each exchange). The collection was previously authorized by the Chico
Mendes Institute for Biodiversity Conservation (ICMBio) (authorization
No. 36301-2). Herbarium specimens of the species were previously
deposited at Ddrdanc de Andrade Lima Herbarium of the Agronomic
Institute of Pernambuco (IPA), located in Recife, Brazil (Herbarium
specimen N° 73.345).

2.2. Declaration of ethics

The research was approved by the Ethics Committee on Animal Use
(CEUA) of the Universidade Federal Rural do Semi-Arido (UFERSA) under
number 23091.009318/2016-40 and in accordance with Federal Law
No. 11794/2009.

2.3. Larvae of H. contortus

The H. contortus strain used in the tests was isolated in 2010 from the
Santa Inés flock of the EMBRAPA Southeast Livestock Unit (CPPSE)
(field isolate) and was registered with the Consortium on Anthelmintic
Resistance SNPs — Parasite Isolate Database (CARS). The isolate was
granted by EMBRAPA (Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecudria)
and stored at 10 “C until its use {one month) (Preston et al, 2015). The
H. contortus larvae used in the tests have been characterized as resistant
to the main classes of anthelmintics (albendazole, ivermectin and
moxidectin) (Chagas et al., 2013; Gainza et al., 2019).

L3 larvae were exsheathed and sterilized by means of incubation
with 0.15% (v/¥) sodium hypochlorite (NaClO) at 37 “C for 20 min
(Mikolaou et al., 2002), The exsheathed larvae (called xL3) were washed
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5 times in saline solution (0.9%), through centrifugation (6000 rpm for
5 min} at room temperature (28 “C).

2.4, Isolation of adult H. contortus

Adult worms were collected from autopsies of fresh abomasum of
naturally infected animals, through washes of the organ with 0.9% sa-
line solution. The organic material rich in worms obtained through the
abomasum washes was collected, placed in closed plastic bottles which
were placed ina thermal box, kept at 35 °C and taken immediately to the
laboratory. The experiment was carried out immediately after collee-
tion. Adult female and male worms were identified according to the
methodology previously described by Ueno and Gongalves (1998),
separated and transferred to 12-well sterile plates (10 worms per well),
containing 500 pL/well of Luria Bertani medium at 37 “C.

2.5, Effect of lectins on monlity of H. contortus

The effect of WSMoL, and ¢MoL on the motility of larvae and adult
worms of H. contortus (larvae with sheath — shL3, exsheathed larvae -
xL3 and female or male worms) was analyzed as previously described
(Hounzangbe-Adote et al.,, 2005; Preston et al., 2015; Witola et al.,
2016), with modifications. The larvae or adult worms were transferred
to12-well stetile plates containing 500 yL/well of Luria Bertani medium
(LB medium: consisting of 5 g of tryptone, 2.5 g of yeast extractand 2.5 g
MNacCl dissolved in 500 mL of sterlle, distilled water, autoclaved and
supplemented with 2.5 pg mL ™' of amphotericin, 100 U mL ™' of
penieillin and 100 pg mL ™" of streptomyein), at 37 “C. Wells containing
either 20 larvae or 10 adult male or female worms were set up in trip-
licate at each lectin concentration tested; LB medium without added
lectin was used as a negative control. For shL3 and xL3, the lectin con-
centrations tested were 3.9-500 pg mL'; for adult male and female
worms, the lectins were tested at 1 mg mL ™" and 500 pg mL™". Plates
were [ncubated at 37 *C and motility was assessed at time Intervals of (1)
2,4,6,8,12, 24 and 36 h for shL3; (2) 24, 48 and 72 h for xL3 and (3) 2,
4, 6and B h for adult worms. To stimulate motility, plates were shaken
and the motility was observed in an inverted microscope (20x; manual
shaking of the plates and light from the optical microscope on the larvae
were used as stimuli for the motility of the larvae immediately before the
analysis of the presence or absence of motility). The motility index was
measured using the formula previously deseribed by Hounzanghbe Adote
et al. (2005):

sanberof mornielnrvecorworms inthe freaimen! 100
ok

%M1 (Mf.::fffu‘{r&d(’).’}r’)

totalrumirerof lapieeorivorms

2.6, Zymogram of proteases

After 8 h of incubation with 1 mg mL~! of the lecting WSMoL and
cMoL (sepatately) or in LB medium (negative control), 20 adult worms
of the weatments (males and females separately) were collected, erushed
and homogenized in 0.1 M Tris-HCI, pH 8.0, followed by centrifugation
(9,000xg at 4 °C for 15 min) to obtain the extracts. The supernatant
obtained in each case was collected and the protein concentration was
determined using the Lowry method (Lowy et al., 1951). The protease
activity of worm extracts was determined according to the methodology
previously deseribed by Garcia Carreno et al. (1993). Samples of the
worm extracts (100 pg of protein) were subjected to 12% poly-
acrylamide gel electrophoresis (SDS-PAGE) at 4 “C. After running the
buffer, the gel was immersed in 2.5% (v/v) Triton X-100 prepared in 0.1
M Tris-HCI (pH 8.0) to remove the SDS; then it was incubated in 3%
casein (p/v) prepared in 0.1 M Tris-HCI (pH 8.0) for 30 minat 4 “C and
then for 90minar37 “C toallow for the digestion of casein peptides with
protease activity, Finally, the gel was stained for 16 h using 0.02% (p/v)
Coomassie Brilliant Blue prepared in a 10% acetic acid solution, and
then bleached with a solution containing 40% ethanol, 10% acetic acid
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and 50% distilled water. Clear bands against the blue background
showed protease activity.

2.7. Scanming electron microscopy of adult H. contortus

The adult male and female worms exposed for & h to WSMoL or cioL
(1mg mL™") or incubated in LB medium (negative control) were fixed by
incubation for 72 h with a 2.5% (v/v) glutaraldehyde solution prepared
inPBSQ.1 M, pH 7.4, and post-fixed by incubation for 1 h with a solution
of 1% osmium tetroxide in PBS (pH 7.4). Subsequently, the worms were
dehydrated in a series of ethyl alechol solutions (30, 50, 70, 95 and
100%6), then coated with a layer of gold-palladium for 15 min (Quorum,
Q150T ES), forming a 20-nm layer. The worms were observed in a
scanning electron microscope (QUANTA- EGF) with a voltage of 10 kV.
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2.8. Statistical analysis

The parasite motility index was analyzed by GraphPad Prism version
5.01 for Windows (GraphPad Prism Software, Inc™), by ANOVA and
Bonferroni post-test, considering a significance level of 5% (p < 0.05).
Data were expressed as mean + standard deviation.

3. Results
3.1. Effect of lectins on parasite motility

WSMoL and cMol inhibited the motility of all life cycle stages
studied (p < 0.05; Figs, 1-4). The time course depended on the con-

centration of lectin used and there was evidence of recovery of motility
in the larvae.

Control

H 250 pg/mL

E

Z

Z

=

2t 2 ot gt g r]?“\ ‘é_}\

Control
62.5 pg/mL

Motility Index

Motility Index

Control
3.9 ug/mL

Motility Index

,.l:o h‘(\ %‘0 %‘(\ {"'Q '],‘:0 ‘b@‘@-
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Fig. 1. Effcet of WSMol. (Waler Soluble Moringa oleifera Lectin) on the metility index (in percentage) of Haemonchus contorius larvac at stage 13 after 2, 4, 6, 8,12, 24
and 36 h of exposure to concentrations from 3.9 to 500 pg mL ! (*p < 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). The horizontal bars represent similar significance in the
treatments indicated and the vertical bars represent the standard deviation of the data.
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Fig. 2. Effeet of eMol. (coagulant Moringa oleifera Lectin) on motility index (in percentage) of ITaemonchus contortus larvac at stage 1.3 after 2,4, 6, 8, 12, 24 and 36 h
of exposure to concentrations from 3.9 to 500 pg mL™' (*p « 0.05; **p < 0.01; ***p « 0.001). The horizontal bars represent similar significance in the treatments

indicated and the vertical bars represent the standard deviation of the data,

The highest concentrations of both lectins interfered in the shL3
motility index during the first hours, having a maximum effect after 12 h
(11.1% for WSMoL and 8.1% for cMoL) (p < 0.001; Figs. | and 2) and
having a variation in motility after that. The lower concentrations had a
later effect and also showed a recovery in motility.

The motility index of the xL3 exposed to WSMoL (at a concentration
of 500 pg mL~") was 46.3% after 24 h and 30.6% after 72 h (p < 0.001;
Fig. 3A). Exposure to cMoL at the same concentration resulted in a
motility index of 16.4% after 24 h and 24.5% after 72 h (p < 0.001;
Fig. 3B).

The highest concentration assessed of both lectins promoted a lower
motility index in male worms than in female ones after 8 h exposure:
23.3% in the presence of WSMoL and 20% in the presence of cMoL in
males (Fig. 4A and C) and 63.3% (p = 0.05) in the presence of WSMolL,
and 26.6% in the presence of cMoL in females (Fig. 4B and D).

3.2. Zymogram

The zymogram performed with extracts of adult worms, male and
female, exposed for 8 h to the lectins WSMoL and cMoL or not exposed to
lectins (negative control), revealed higher proteolytic activity in sam-
ples obtained from worms subjected to incubation with the lectins, in
extracts of both male and female worms (Fig. 5).

3.3. Scanning electron microscopy

Compared to the control group (Fig. GA and B), the following
morphological changes were observed: the presence of aggregates in the
anterior part of the worm body treated with WSMoL (Fig. €D), as well as
in the vulva of worms treated with cMoL (Fig. 6F); irregular patterns of
the superficial cuticle of the crest along the body of nematodes treated
with WSMoL (Fig. 6C); morphological changes in the vulva of females
treated with ¢Mol (Fig. 6F); and distortion in the longitudinal striations
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(related to the nerve cords) of worms treated with cMoL (Fig. GE).
4. Discussion

In this study, the lectins WSMoL and cMolL interfered in the motility
of infective larvae of H. contortus (shL3 and xL3) (Figs. 1-3), with a
lower index of motility in xL3 exposed to cMoL. xL3, upon losing their
sheath, may become more sensitive to volatile anthelmintics (Molan
etal, 2003) as the test revealed that cMoL has greater paralyzing effect
on the larvae without the sheath protection. In the infective stage of
H. contortus, motility is a characteristic of extreme importance in the
infection process, as is the presence of the sheath, which gives stability
in the face of environmental conditions (free phase) and in the beginning
of the infection process in the host (parasitic phase) (Fetterer and
Rhoads, 1993; Fleming al., 2006; Brunet et al., 2007; Page et al,,
2014).

In the tests of motility index in adult worms, it was observed that the
lectins require a longer time of incubation in females to cause a

N
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\
\
\
\
\
\
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Fig. 3. Effect of WSMol. (Water Soluble
Moringa oleifera Lectin) and cMol.
(coagulant Moringa oleifera Lectin) on
the motility index (in percentage) of
Haemonchus contortus larvac at stage L3
(larvae without the sheath) drawn alter
24, 18 and 72 h of exposurc. A: assays
with WSMol. (3.9-500 pg mL™"), B: as-
says with eMol. (3.9-500 pg mLY) (*p
< 0.05; **p < 0.01; ***p < 0.001). The
horizontal bars represent similar sig-
nificance in the treatments indicated
and the vertical bars represent the
standard deviation of the data.

* k%

Control

500 pg/mL
250 pg/mL
125 ng/mL
62.5 pg/mL
31.25 pg/mL
15.62 ng/mL

7.8 ug/mL
3.9 ug/mL

significant change in motility, in comparison with the data obtained
with the males (Fig. 4B and D), and that cMoL promoted a lower per-
centage of motility in females than WSMoL. The size of the female
worms (larger than the males) and their functional particularities for the
perpetuation of the species (because they are responsible for the
development of the eggs) are characteristics that, hypothetically, sug-
gest an explanation for the greater tolerance to treatments associated
with this gender.

The anthelmintic activity of WSMoL has already been previously
evaluated in tests of hatchability of eggs and larval development;
WSMolL has shown significant effects, with bioaffinity for components of
eggs and larvae (Medeiros et al,, 2018), This study is the first report of
anthelmintic activity of cMoL.

Treatments with WSMoL and cMoL promoted an increase in the pro-
teolytic enzymatic activities of male and female worms of H. contortus
(Fig. 5), contributing to their nematicidal effects. Dysfunctions in the
activity of proteolytic enzymes can trigger different metabolic damage
(Lopez-Otin and Bond, 2008). Thus, an increase or decrease of the
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Fig. 5. Zymogram of (oial proteases of extracts of aduli worms from Haemon-
chus contorius afier 8 h of incubation with WSMol. and eMol (1 mg mL™"), Lines
1 and 2: extract of male and female worms, respeetively, from the negative
control; lines 3 and 4: extract of male and female worms, respectively, after
incubation with Mol lincs 5 and 6: cxtract of male and female worms,
respectively, aller incubation with WSMal.. Red squares represent prolease
activity. (For interpretation of the references to colour in this figure legend, the
reader is referred to the web version of this article.)

protease activity of metalloproteinases, cysteine-peptidases and serine
peptidases can interfere in the developmental cycle of nematodes,
interfering with the vital functions of worms (Karanu et al., 1993, 1997;
Laing et al., 2013; Mecleiros et al., 2018),

The microscopic analysis performed in this study showed morpho-
logieal changes in worms exposed to leeting, mainly in the proper
development of cuticle crests and vulva morphelogy. Chlorine channels
regulated by glutamate (CluCl) are a family of ionic channels present in
the provision of vertical striations or longitudinal striations in nema-
todes and are important taigets for paralyzing anthelmintics (Portillo
et al., 2003), Damage to these channels may contribute to motility
dysfunction, as well as intetfere in the reproduction and development of
worms.

The cuticular protein load is distinet at different developmental
stages of nematodes, and interactions have already been observed
among proteins on the surface of adult nematodes and infective larvae

with a N-acetylglucosamine-specific lectin (WCA - wheat germ agglu-
tinin) (Fetterer and Rhoads, 1993; Rios-De Alvarez et al,, 2012). WSMoL
and eMoL have the ability to interact with soluble N-acetylglucosamine
and chitin (a polysaccharide which decomposes into this mono-
saccharide) (Coelho et al., 2009; Santos et al.,, 2009 Oliveira et al.,
2011; Paiva et al, 2011), and can therefore interact with the nematode
cuticle, since this structure contains regions rich in glycoproteins and
lipids (Fetterer and Rhoads, 1992; Molan et al., 2003). In addition, a
molecular disorder in the cuticle can trigger paralysis in these worms,
interfering in motor functions and physiological characteristics (such as
mobility, feeding behavier and reproduction) (Fetterer and Rhoads,
1997; Molan et al, 2003; Igbal et al., 2007; Martinez-Ortiz-De--
Montellane et al,, 2013; Andre et al., 2016), suggesting that the inter-
action of lectins with cuticle components is distinet at different stages of
development of the nematode analyzed.

In the tests, the incubation time with the substance assayed is also
important, and after a given time of incubation of adult worms under in
vitro conditions, viability can decline significantly, regardless of the
action of the substance tested, as a result of physiological conditions
required by the worms (such as the obtaining of nutrients by the cuticle
and hematophagous habit) (Fetterer and Rhoads, 1993; Geavy et al,
1992), In this study, several incubation solutions were tested (PBS, 0.9%
Macl solution, clistilled water and LB medium), and only the LB medium
allowed better viability of worms in the negative control, after 8 h of
incubation (data not shown). Another important aspect is that the
different motility indices (after different expesure times to the lectins),
observed in the tests with the infective larvae, can be explained by
possible mechanisms of tolerance against the lectins tested, since the
larvae used in the tests were resistant to the main classes of anthel-
mintics (Rudin, 1990; Maizels et al.,, 1993; Kumarasingha et al.,, 2016).

The hemagglutinating activity maintained at low pH of both lectins
(WSMolL at pH 4.5 and c¢Mol is a highly stable protein, active at a pH
range of 4.0-9.0) (Santos et al., 2005, 2009) is a desirable characteristic
for in vivo tests, either to evaluate anthelmintic action on the nematodes
present in the rumen (usually a neutral pH) or in the abomasum (acid
pH). In addition, WSMoL and eMoL showed no toxic effects evident in in
vitro toxicity tests, as well as lack of i vivo toxicity of preparations with
the seeds of M. oleifera, which allow for the possibility of carrying out in
vive analyses in experimental models Invelving the species H. contorius
(Rolim et al,, 2011; Arafijo et al., 2013; Luz et al,, 2017).
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Fig. 6. Scanning electron microscopy of adult worms
of Iaemonchus contortus after 8 h of exposure to
WSMol. (Waler Soluble Moringa oleifera Lectin) and
eMol. (coagulant Moringa oleifera Lectin), under in-
cubation in Luria Bertani medium. A and B: worms of
the negative control (cuticle and vulva, respectively).
C and D: worms exposed to 1 mg mL"' of WSMol.
(cuticle and anterior part of the body, respectively). 1.
and F: worms cxposed to 1 mg mL 1 of cMol. (longi-
tudinal ridges and vulva, respeetively).
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