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Resumo
O aumento do índice de resistência aos agentes antimicrobianos disponíveis no mercado é um crescente problema de saúde pública sendo de fundamental importância a pesquisa por novos agentes. Nesse contexto, tem ocorrido um crescente interesse em avaliar a atividade antimicrobiana de plantas. Neste estudo visa-se detectar a presença de lectinas e fenóis que podem ser responsáveis pela atividade antibacteriana contida no extrato salino das sementes da Eugenia involucrata. O extrato bruto das sementes foi fracionado com precipitação por sulfato de amônio nas saturações 0-20, 0-40 e 40-80% (FPD 40-80). A presença de lectinas foi detectada apenas na fração FPD 40-80, que aglutinou as hemácias de todos os grupos sanguíneos, porém teve preferência pelo tipo O. O método do disco de difusão foi aplicado para testar a atividade bactericida das frações em cepas das bactérias Aeromonas caviae, Aeromonas hidrófila, Esterichia coli, Esterichia cloacae, Aeromonas faecalis, Staphylococcus aureus, Shigella, Pseudomonas putida e Serratia marcescens. A medida do halo de inibição mostrou que todas as frações apresentaram atividade antibacteriana porém a FPD 40-80 mostrou esta atividade três vezes mais intensa para todas as cepas, com exceção das de E. coli e S aureus. Por outro lado, os ensaios de quantificação de fenóis revelaram que a concentração destes é aproximadamente a mesma para todos as frações (8 mg de ácido gálico/mL da amostra) sugerindo que a presença de fenóis pode não estar relacionada à intensa atividade bactericida contida na FPD 40-80 e que as lectinas podem ser as responsáveis por esta atividade.
Introdução
Os produtos naturais desempenham um papel importante no desenvolvimento de fármacos, em especial para o tratamento das doenças infecciosas (Cordell, 2000, Costa-Lotufo et al., 2010). O aumento do índice de resistência aos agentes antimicrobianos disponíveis no mercado é um crescente problema de saúde pública (Nascimento et. al, 2000). Deste modo, nas últimas décadas, tem se intensificado a procura por novos produtos naturais antimicrobianos e as pesquisas para a extração, isolamento e identificação de novas substâncias químicas oriundas de animais ou vegetais. Nos vegetais podem ser encontrados diversos compostos com atividade antimicrobiana, tais como proteínas, peptídeos e fenóis.
Uma classe de proteínas conhecida por sua atividade antimicrobiana são as lectinas vegetais, que são biomoléculas capazes de se ligar de forma reversível e específica a mono e oligossacarídeos (GADELHA et.al.2005).

Neste estudo visa-se detectar a presença de lectinas e metabólitos secundários que podem ser responsáveis pela atividade antibacteriana contida no extrato salino da Eugenia involucrata (cereja do mato).
Material e Métodos
As sementes de Eugenia involucrata foram previamente secas em temperatura ambiente e trituradas. Para obtenção do extrato bruto (EB) adicionou-se um volume de 500 mL de tampão fosfato de sódio 0,1 M em pH 7,4, contendo NaCl 0,15 M, à 50 g de farinha, deixando-se sob agitação, refrigeração, e posterior separação do sobrenadante de corpo de fundo por centrifugação. 
Para uma pré-purificação das proteínas, o sulfato de amônio sólido foi adicionado ao EB lentamente, até porcentuais de saturação de 20, 40 e 80%. Em seguida, realizou-se diálise em água, membrana (YM 14 kDa) para a retirada do sulfato de amônio, e outros compostos de menor massa molecular, obtendo as frações precipitadas dialisadas (FPD 0-20, FPD 20-40, FPD 40-80).

A atividade hemaglutinante, característica de lectinas, foi realizada em eritrócitos humanos dos grupos A, B, AB e O (Silva et al., 2012) nas frações precipitadas. Resumidamente, 50 µL de cada fração foram adicionados a uma microplaca, com 50 µL de NaCl 0,15 M e desta solução foram feitas diluições em série como demonstrado na figura 1. Sobre as diluições das amostras adicionou-se uma suspensão de 50 µL de hemácias a 2%. A aglutinação positiva foi determinada a olho nu. Controles negativos obtiveram-se pela incubação de hemácias com NaCl.


O método disco-difusão foi utilizado no ensaio antibacteriano, em placas de placa de ágar Müeller-Hinton. A difusão do antimicrobiano forma um halo de inibição do crescimento bacteriano (Clinical And Laboratory Standards Institute (CLSI), 2005 e 2006). Utilizaram-se as cepas das bactérias Aeromonas caviae, Aeromonas hidrófila, Esterichia coli, Esterichia cloacae, Aeromonas faecalis, Staphylococcus aureus, Shigella, Pseudomonas putida e Serratia marcescens. No controle positivo foi utilizado o antibiótico cloranfenicol.
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Figura 1 – Teste de hemaglutinação, com um esquema representativo das diluições seriadas e uma foto da microplaca de titulação com resultados negativos e positivos.
A quantidade de proteínas presentes nas frações precipitadas e dialisadas foi determinada pelo método de Bradford. Para a construção de uma curva padrão a albumina de soro bovino (BSA – Bovine serum albumin) foi utilizada. As concentrações das proteínas totais das amostras (EB, FPD 0-20, FPD 20-40 e FPD 40-80) foram determinadas comparando sua absorbância em 595 nm com a curva padrão de BSA.
 A presença de fénóis foi investigada acrescentando-se 3 gotas de uma solução de cloreto férrico à 5% em 0,5 mL das amostras das frações precipitadas dialisadas, observando a mudança de coloração. Para quantifica-los foi utilizado o método de Folin-Ciocalteau (Alves, Kubota 2013), utilizando o ácido gálico como padrão. As leituras foram realizadas em espectrofotômetro, no comprimento de onda de 720 nm. Já para indicar a presença de flavonóides, utilizou-se a reação de Shinoda (Pedroso, et al.2009), que usa o método de mudança colorimétrica como indicativo.

Resultados e Discussão
O método utilizado para a extração, a precipitação e a diálise das proteínas nas sementes da E. involucrata foi eficiente conforme observado na dosagem proteica. A regressão linear da curva de calibração com o BSA teve coeficiente de correlação de 0,985 e foram estimadas concentrações de 28 mg/mL para o extrato bruto, 39 mg/mL para a FPD 0-20, 33 mg/mL na FPD 20-40 e 34 mg/mL na 40-80, resultando em proteínas totais de aproximadamente 9 g no EB, 347 mg na FPD 0-20, 115 mg na FPD 20-40 e 323 mg na FPD 40-80.
Os ensaios hemaglutinantes com as frações FPD 0-20 e 20-40 resultaram inconclusivos em relação à presença de lectinas pois provocaram hemólise em todos os grupos sanguíneos testados. Por outro lado, a FPD 40-80 promoveu a aglutinação para todos os tipos sanguíneos até a diluição de 1:16. Porém para as hemácias dos tipos A e O apresentou preferência, pois as aglutinou até a diluição 1:32 e 1:256, respectivamente. Outras espécies do gênero Eugenia, tais como E. uniflora (Oliveira, et al., 2008) e E. malaccensis (Brunstein et al., 2012) também possuem lectinas em suas sementes.  

Para os ensaios antibacterianos verificou-se a atividade para a maioria das espécies analisadas, como mostrado na tabela 1 abaixo:
Tabela1: Medida dos halos de inibição bacteriana (mm) das frações precipitadas.
	Bactéria
	Controle
	FPD 0-20
	FPD 20-40
	FPD 40-80

	A. caviae
	7
	12
	9,5
	30

	A. hidrophila
	-
	-
	-
	35

	E. coli
	-
	6,5*
	-
	-

	E. cloacae
	-
	-
	7
	31

	A. faecalis
	8
	7*
	7
	28

	S. aureus
	-
	7,5*
	7,5*
	**

	Shigella
	7*
	µ
	9
	34

	P. putida
	µ
	µ
	8
	15

	S.marcescens
	-
	-
	-
	32


*Atividade bacteriostática,**Disco de controle deslocado, µ Favoreceu crescimento de bactérias.

Observa-se que a maior atividade bactericida foi apresentada para a fração dialisada FPD 40-80, que para algumas cepas apresentou maior inibição que o antibiótico comercial cloranfenicol. Esta fração possui uma boa quantidade de proteínas, conforme verificado pela dosagem, e também apresenta atividade lectínica, sugerindo que estas sejam as responsáveis pela atividade antibacteriana, também observada para as lectinas extraídas das sementes da E. uniflora (Oliveira, et al., 2008) e E. malaccensis (Brunstein et al., 2012).

Alguns metabólitos secundários, como taninos e flavonoides podem apresentar atividade antibacteriana. Desse modo, a presença de fenóis foi verificada através de um teste colorimétrico com a adição de FeCl3 nas frações FPD0-20, FPD 20-40 e FPD 40-80. O extrato possui tonalidade marrom claro, que ao reagir se torna verde escuro indicando a presença de fenóis em todas as frações. Por outro lado, a reação de Shinoda não detectou a presença de flavonoides, pois não houveram alterações de coloração nas frações. Para quantificar os fenóis totais, com o ácido gálico servindo de padrão, obteve-se as concentrações estimadas de 8 mg/mL para FPD 0-20, 8 mg/mL para FPD 20-40 e 7 mg/mL para FPD 40-80, tal unidade é dada em equivalente mg de ácido gálico por mL de amostra. Em todas frações observou-se quantidades similares de fenóis, que parecem não estar relacionadas ao aumento da atividade bactericida na fração FPD 40-80. 
Conclusões
O extrato das sementes da Eugenia involucrata apresenta potencial farmacológico devido à sua atividade antibacteriana. Os resultados sugerem que a(s) lectina(s) presentes sejam as principais responsáveis por esta atividade, embora os fenóis também possam exerce-la. Pretende-se dar continuidade aos estudos e realizar o isolamento da(s) lectina(s) para confirmar a sua atividade bactericida. 
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