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Sumario: A utilizagdo de antimicrobianos sintéticos frente a bactérias patogénicas tem
ocasionado aumento da incidéncia de infec¢fes microbianas devido ao surgimento de
linhagens resistentes. Lectinas, proteinas que ligam carboidratos, tém sido descritas como
potenciais agentes antimicrobianos. Estudos tém demonstrado potenciais farmacoldgicos
de Moringa oleifera. O presente trabalho teve como objetivo investigar a acdo
antibacteriana da lectina solivel em agua de sementes de M. oleifera, WSMoL, sobre
linhagens de bactérias patogénicas Enterococcus faecalis e Micrococcus luteus, bem como
investigar o entendimento do seu mecanismo de acdo através da analise por microscopia
confocal. WSMoL foi isolada em colunas de cromatografia de acordo com protocolo
previamente estabelecido. A concentracdo minima inibitéria (CMI) e bactericida (CMB)
foi determinada. WSMoL inibiu o crescimento de E. faecalis e M. luteus com CMI de
15,625 e 41,75 pug/mL, respectivamente. Atividade bactericida foi observada apenas para
E. faecalis (CMB de 125 pg/mL). As imagens de microscopia confocal a laser mostraram
diminuicdo no namero de células SYTO-9 (células intactas) com um aumento
concomitante no nimero de células Pl-positivos (morte celular) para ambas as bactérias
testadas. Todas essas mudancas no perfil das células marcadas sdo indicativas de um
aumento da permeabilidade da membrana e perda da integridade do envelope bacteriano,
que conduz finalmente a morte celular. Os resultados revelam que WSMoL é um composto
bioativo contra bactérias patogénicas humanas E. faecalis e M. luteus.
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INTRODUCAO
Bactérias representam os organismos procariotos mais simples e podem ser encontradas na
maioria dos ambientes naturais; possuem importancia médica desde que causam infec¢bes
graves em humanos (Schaechter et al., 2002; Cantén et al.,, 2007). Estudos tém
demonstrado que cerca de 60 % de todos os microrganismos apresentam resisténcia a pelo
menos um antibidtico (Gil & Mathias, 2005). Produtos de origem vegetal possuem
atividade antimicrobiana conhecida e podem ocorrer em todos os 6rgdos de uma planta
(Albuquerque et al., 2006; Abiola et al., 2007). Lectinas sdo versateis proteinas ou
glicoproteinas de origem ndo imunoldgica, ubiquamente distribuidas na natureza, as quais
reconhecem e ligam-se reversivelmente a carboidratos (Lam et al., 2010). O mecanismo
antibacteriano de lectinas envolve interacbes com &cidos teicdicos e teicurbnicos,
peptidoglicanos e lipopolissacarideos da parede celular (Correia et al., 2008; Ferreira et al.,
2011). Moringa oleifera, uma arvore nativa da india, ¢ amplamente cultivada nos tropicos
em todo o mundo; tem sido objeto de varias pesquisas, devido as suas propriedades
industriais e medicinais (Santos et al., 2005). WSMoL, lectina soluvel em &gua de
sementes de M. oleifera, ndo apresenta genotoxicidade, foi ativa frente a Staphylococcus



%] XXIIl CONIC
s34 VII CONITI
IV ENIC

aureus e Escherichia coli e causou reducdo de microrganismos da agua do ambiente
(Ferreira et al., 2011; Rolim et al., 2011).
MATERIAIS E METODOS

Para a purificacdo de WSMoL sementes de M. oleifera foram trituradas e homogeneizadas
com agua destilada sob agitacéo constante (16 h a 4 °C) para a obtencdo do extrato bruto a
10%, que foi tratado com sulfato de aménio (60% de saturagédo) (Green e Hughes, 1955). O
precipitado (fracdo 0-60%), coletado apds centrifugacdo (3.000 g a 4 °C), foi dialisado
contra &gua destilada (4h) e NaCl 0,15 M (1h) e aplicado em coluna de quitina (7,5 x 1,5
cm) equilibrada com NaCl 0,15 M (fluxo 2 mL/ 6min). WSMoL foi eluida com acido
acético 1,0 M. A avaliacdo da concentragdo de proteinas foi realizada segundo Lowry et al.
(1951) e a atividade hemaglutinante (AH) de acordo com Paiva & Coelho (1992). Para a
avaliacdo da atividade antibacteriana, linhagens bacterianas de E. faecalis e M. luteus
foram fornecidas pelo Departamento de Antibioticos da UFPE. A lectina WSMoL (100
pulL) foi diluida sucessivamente (1:2048) em meio Miller Hinton em dez diluicbes
sucessivas. A todos os pogos foram adicionados 20 puL da suspensdo bacteriana (105- 10°
UFC/mL) e a placa foi incubada 37 °C por 24 h. O controle (sem tratamento) correspondeu
ao crescimento bacteriano 100%. O ensaio foi realizado em triplicata. A densidade dptica a
490 nm (DOgg) foi medida em espectrofotbmetro para a determinacdo do CMI, que
correspondeu a menor concentracdo de WSMoL em que ocorreu a diminuicdo da DOggo
igual ou maior que 50% em relagdo a DOg4go NO poco controle (Amsterdam, 1996). Para
determinacdo da concentracdo minima de WSMoL com efeito bactericida (CMB), uma
aliquota de cada poco onde houve a inibicdo do crescimento foi semeada em placa de Petri
contendo meio MH &gar e incubada por 24h a 37 °C. A menor concentracdo em que ndo
for observado crescimento da bactéria correspondeu ao CMB. Para a microscopia confocal,
as células bacterianas tratadas com WSMoL foram coradas com SYTO9 e Pl do kit de
viabilidade celular bacteriana BacLight Live/ Dead (Molecular Probes, Inc., Eugene, OR)
por 15 min de acordo com as instruc6es do fabricante. Para o controle positivo a suspensao
celular foi exposta ao alcool isopropilico (700 mL/ L) durante 1 h para a permeabilizacdo
das membranas celulares. Células ndo tratadas com a lectina corresponderam ao controle
negativo. As amostras foram observadas através de uma Leica SPIl AOBS utilizando o
marcador SYTO9 (480/500 nm excitacdo/ emissao) e Pl (490/635 nm excitacdo/ emissao).

RESULTADOS E DISCUSSAO
WSMoL (7,18 mg de proteinas), isolada através de cromatografia em coluna de quitina,
apresenteu elevada atividade hemaglutinante especifica (AHE, 1427), maior que a obtida
pela fracdo de proteinas precipitadas (F 0-60%, 122,5) HA de WSMoL em eritrocitos de
coelho foi inibida por D-(+) frutose. Estes dados corroboram com os obtidos por Coelho et
al. (2009) e Rolim et al. (2011). Atividade antibacteriana de sementes de M. oleifera ja foi
anteriormente detectada (Oliveira et al., 2008; Ferreira et al., 2011). De acordo com
Ferreira et al. (2011), WSMoL promoveu a aglutinacdo e posterior inativacdo de células de
S. aureus e E. coli, com CMI de 7,8 pg/mL e 250 pg/mL, respectivamente WSMoL inibiu
0 crescimento bacteriano de E. faecalis e M. luteus, com CMI de 15,625 e 41,75 pg/mL,
respectivamente. Efeito bactericida foi observado apenas para E. faecalis (CMB de 125
pg/mL). A exposicdo @ WSMoL resultou em alteragdo significativa sobre a viabilidade e
integridade da membrana de ambas as bacteérias testadas (Figura 1). Células de E. faecalis e
M. luteus tratadas com WSMoL mostraram uma mudanga gradual no sinal de fluorescéncia
verde (células vivas) para vermelho (celulas mortas) em 1CMI. As células do controle
negativo apresentaram fluorescéncia verde enquanto que as células do controle positivo
foram marcadas pela fluorescéncia vermelha, como esperado. O mecanismo de acéo
antibacteriano de lectinas € variado; podendo estas se ligarem especificamente aos
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carboidratos nas paredes celulares bacterianas, ocasionando a inducdo da aglutinacdo ou
formando canais na membrana da celula, acarretando no extravazamento do conteudo
celular (Costa et al., 2010; Ferreira et al., 2011). A lectina ligadora de N-acetil-D-
glicosamina isolada a partir de sementes de Araucaria angustifolia foi ativa contra
bactérias Gram-positivas e Gram-negativas e a microscopia eletrénica revelou que essa
lectina promoveu alteragbes morfoldgicas, incluindo poros na membrana de células
bacterianas Gram-positivas e borbulhamento na parede celular de bactérias Gram-

negativas (Santi-Gadelha et al., 2006).
E. faecalis M. luteus
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Figura 1: Imagens de microscopia confocal do efeito de WSMoL sobre a viabilidade
celular e integridade da membrana de E. faecalis e M. luteus. (A) Células controle negativo
(ndo tratadas); (B) Células controle positivo (alcool isopropilico); (C) Células tratadas com
WSMoL (1CMI). As células viaveis sdo marcadas com SYTO 9 (fluorescéncia verde) e as
células com membranas danificadas sdo marcadas com Pl (fluorescéncia vermelha). A
sobreposicdo das fluorescéncias verde e vermelha (SYTQO9/ PI) aparece com o sinal
amarelo e representa a permeabilizacdo gradual da membrana da bactéria.

CONCLUSOES
O estudo revelou que WSMoL foi um composto bioativo com acdo significativa contra
bactérias gram-positivas patogénicas E. faecalis e M. luteus por afetar sua permeabilidade
celular, interferindo na integridade da membrana.
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