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APRESENTAÇÃO

Temos o prazer de apresentar o segundo volume da obra “Pesquisa científica 
e tecnológica em microbiologia”, contendo trabalhos e pesquisas desenvolvidas em 
diversos locais do país que apresentam análises de processos biológicos embasados 
em células microbianas ou estudos científicos na fundamentação de atividades 
microbianas com capacidade de interferir nos processos de saúde/doença.

Conforme destacamos no primeiro volume, a microbiologia é um vasto campo 
que inclui o estudo dos seres vivos microscópicos nos seus mais vaiados aspectos 
como morfologia, estrutura, fisiologia, reprodução, genética, taxonomia, interação com 
outros organismos e com o ambiente além de aplicações biotecnológicas. Como uma 
ciência básica a microbiologia utiliza células microbianas para analisar os processos 
fundamentais da vida, e como ciência aplicada ela é praticamente a linha de frente 
de avanços importantes na medicina, agricultura e na indústria. Os microrganismos 
são encontrados em praticamente todos os lugares, e hoje possuímos ferramentas 
cada vez mais eficientes e acuradas que nos permitem investigar e inferir as possíveis 
enfermidades relacionadas aos agentes como bactérias, vírus, fungos e protozoários.

O potencial desta obra é enorme para futuras novas discussões, haja vista que 
enfrentamos a questão da resistência dos microrganismos à drogas, identificação de 
viroses emergentes, ou reemergentes, desenvolvimento de vacinas e principalmente 
a potencialização do desenvolvimento tecnológico no estudo e aplicações de 
microrganismos de interesse.

Portanto apresentamos aqui temas ligados à pesquisa e tecnologia microbiana 
são com a proposta de fundamentar o conhecimento de acadêmicos, mestres e 
todos aqueles que de alguma forma se interessam pela saúde em seus aspectos 
microbiológicos. Parabenizamos à todos os envolvidos que de alguma forma 
contribuíram em cada capítulo e cada discussão, com destaque principal à Atena 
Editora que tem valorizado a disseminação do conhecimento obtido nas pesquisas 
microbiológicas.

Assim desejo a todos uma ótima leitura!

Benedito Rodrigues da Silva Neto
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RESUMO: Mussaenda alicia (mussaenda 
rosa) é uma planta ornamental e seu potencial 
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na medicina tem sido relatado. Este trabalho descreve a purificação de uma lectina 
(proteína ligadora de carboidratos) de folhas de Mussaenda alicia e a investigação de 
sua atividade contra microrganismos de importância médica. O extrato salino de folhas 
de M. alicia aglutinou eritrócitos de coelho, indicando a presença de lectinas e foi utilizado 
como material de partida para purificação dessa atividade utilizando cromatografia 
em coluna de quitina. Um único pico de proteínas adsorvidas (PQ) foi recuperado e 
também apresentou elevada atividade de lectina. O extrato não apresentou atividade 
antimicrobiana. Por outro lado, PQ foi agente bacteriostático (CMI: 0,05 mg/mL) para 
Escherichia coli e fungistático (CMI: 0,025 mg/mL) e fungicida (CMF:0,1 mg/mL) para 
Candida albicans. Em conclusão, apesar da ausência de atividade antimicrobiana do 
extrato de folhas de M. alicia, a lectina isolada a partir dele representa um novo agente 
antimicrobiano contra bactéria e fungo de interesse médico. 
PALAVRAS-CHAVE: Antimicrobiano natural, Candida albicans; Escherichia coli; 
Lectina. 

ANTIMICROBIAL ACTIVITY OF Mussaenda alicia (RUBIACEAE) LEAF LECTIN

ABSTRACT: Mussaenda alicia (mussaenda rosa) is an ornamental plant and its 
potential in medicine has been reported. This work describes the purification of a lectin 
(carbohydrate binding protein) from leaves of Mussaenda alicia and the investigation of 
its activity against microorganisms of medical importance. The saline extract of M. alicia 
leaves agglutinated rabbit erythrocytes, indicating the presence of lectins and was used 
as starting material for purification of this activity using a chitin column chromatography. 
A single peak of adsorbed proteins (PQ) was recovered and also exhibited high lectin 
activity. The extract did not present antimicrobial activity. On the other hand, PQ was 
bacteriostatic agent (IMC: 0.05 mg / mL) for Escherichia coli and fungistatic (IMC: 
0.025 mg / mL) and fungicide (CMF: 0.1 mg / mL) for Candida albicans. In conclusion, 
despite the absence of antimicrobial activity of M. alicia leaf extract, the lectin isolated 
from it represents a new antimicrobial agent against bacterium and fungus of medical 
interest.
KEYWORDS: Natural antimicrobial, Candida albicans; Escherichia coli; Lectin.

1 | 	INTRODUÇÃO

As bactérias são microrganismos procariontes que podem ser encontrados 
em vários habitats incluindo o solo, corpos d’água, os vegetais e, inclusive o corpo 
humano, onde integram uma microbiota complexa, como a encontrada no revestimento 
do sistema digestório (CHEN et al.,2019; LANDRY et al., 2018; KHAN e SAJJAD, 
2018). Algumas bactérias são capazes de causar doenças quando entram em um 
organismo; sua patogenicidade pode estar relacionada com a secreção de toxinas 
liberadas quando as bactérias se desintegram ou com a indução de sensibilidade a 
suas propriedades antigênicas(PAIXÃO e DOS SANTOS CASTRO, 2016).

As espécies bacterianas são diferenciadas pela morfologia, composição 
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química, necessidades nutricionais, atividades bioquímicas e pela fonte de energia 
(TORTORA et al. 2012). A parede celular das bactérias é constituída principalmente 
por peptideoglicano, o que lhes dá forma, confere força e rigidez (MADIGAN et al., 
2010; TORTORA et al. 2012; DIAS-JÁCOME et al., 2016).

Escherichia coli é um bacilo gram-negativo pertencente à família 
Enterobacteriacea, que habita o trato intestinal de animais homeotérmicos, entre eles 
o homem (GOMES et al., 2016). É uma bactéria comensal, geralmente não patogênica, 
que faz parte da microbiota intestinal e apresenta um papel importante no funcionamento 
do organismo (SOUZA et al, 2016). Apesar disso, existem subgrupos de E. coli que 
expressam fatores de virulência, como adesinas fimbriais ou afimbriais,  que os tornam 
agentes causadores de algumas doenças do trato intestinal e extraintestinal (KAPER  
et al, 2004;MANGES, 2016). A Organização Mundial da Saúde (2017) publicou um 
catálogo de 12 famílias de bactérias que representam forte ameaça para a saúde 
humana. Nessa lista de “agentes patogênicos prioritários” E. coli figura no grupo crítico 
das bactérias multirresistentes. 

A indústria farmacêutica dispõe de uma grande variedade de antibióticos, 
porém, a resistência das bactérias a esses fármacos se desenvolve como uma 
natural consequência da habilidade que a população bacteriana tem de se adaptar 
a esses compostos. Essa resistência bacteriana ocorre quando as bactérias mudam 
em resposta ao uso desses medicamentos, aumentando a pressão seletiva e, dessa 
forma o número de linhagens de microrganismos também aumenta (WHO, 2018). 
Segundo Saez et al. (2010) as bactérias têm desenvolvido pelo menos um mecanismo 
de resistência para cada uma das classes de antibióticos disponíveis até o momento.

Fungos são seres eucarióticos e heterotróficos que possuem parede celular 
composta por quitina e glicanos (STEVENS et al., 2006). Eles apresentam um forte 
potencial patogênico para os humanos, podendo causar micoses superficiais ou as 
mais severas (GUPTA et al., 2019). Em países tropicais, as infecções mais comuns em 
humanos são relacionadas à pele e mucosas, se destacando aquelas causadas pelas 
espécies do gênero Candida (PORTILLO et al., 2001; RAO, 2019).

A candidíase é uma das infecções fúngicas que mais acomete os pacientes 
em unidades hospitalares. O agente etiológico mais frequente é a espécie Candida 
albicans, porém outras espécies como Candida parapsilosis, Candida tropicalis, 
Candida glabrata e Candida krusei, podem frequentemente colonizar e/ou infectar os 
tecidos orais (CALDERONE, et al 2012; RAO, 2019; BAC et al., 2019). 

Candida albicans está entre os patógenos fúngicos mais importantes do gênero 
Candida, sendo considerada a espécie mais comum nas infecções humanas (LIU et 
al., 2017). Essas infecções variam de infecções cutâneas e mucosas superficiais, 
como candidíase, leveduras vaginais e assaduras, a infecções sistêmicas, com taxas 
de mortalidade consideráveis. (NOBILE; JOHNSON, 2015). A transição morfogenética 
de uma célula de levedura típica para um organismo de crescimento micelial hifal é um 
dos fatores que contribuem para a patogenicidade desta espécie (CASSONE, 2014).
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Apesar do aumento do número de antimicóticos disponíveis comercialmente nos 
últimos anos, estes ainda estão em menor quantidade frente aos antibióticos. Além 
disso, é difícil o tratamento das infecções causadas por fungos devido ao aumento 
da resistência aos medicamentos atuais (SHARIFZADEH, 2016). Nesse sentido, as 
plantas têm sido investigadas como fontes promissoras de antimicrobianos.

A família Rubiaceae compreende cerca de 130 gêneros e 1.500 espécies 
distribuídas de maneira cosmopolita, sendo mais encontradas em áreas tropicais. No 
Nordeste brasileiro são encontradas em torno de 309 espécies, distribuídas em 66 
gêneros (DE MELO NASCIMENTO, 2018). 

O gênero Mussaenda é composto por plantas floríferas, sendo identificadas 190 
espécies nativas de regiões tropicais e subtropicais da África e Ásia. Essas espécies 
são mais utilizadas como plantas ornamentais devido ao fato de suas vistosas e 
coloridas brácteas serem semelhantes a sépalas brancas, margeadas (brancas com 
margens róseas), rosas ou vermelhas com flores amarelas, além de sua fragrância 
agradável (BACHER, 2016).

Esse gênero tem sido investigado quanto às atividades farmacológicas, 
sendo relatada a presença de metabólitos secundários como iridoides, triterpenos 
e flavonóides em seus tecidos. O potencial de plantas do gênero Mussaenda na 
medicina é também reconhecido e inclui atividades citotóxica, anti-inflamatória, 
antiviral, antioxidante e antibacteriana (VIDYALAKSHMI, 2008), diurética, antipirética 
e eficácia em laringofaringites, gastroenterite e disenteria aguda, além de atividade 
anti-fertilidade (VENKATESH, et al 2013).

Figura 1. Mussaenda alicia. (Fonte: Vila-Nova, 2016)

A espécie Mussaenda alicia (figura 1), é conhecida popularmente como 
mussaenda-rosa, mussaenda rosa- arbustiva e tem sido explorada para fins 
ornamentais, contudo, do ponto de vista biotecnológico, essa espécie é pouco 
estudada e, ao nosso conhecimento e até a presente data, não há relatos na literatura 
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internacional de estudos sobre o potencial antimicrobiano. Este trabalho teve como 
objetivo determinar a atividade da lectina de folhas de Mussaenda alicia contra 
microrganismos de importância médica. 

2 | 	METODOLOGIA

2.1	Obtenção do extrato das folhas de M. alicia e isolamento de lectinas

Todos os procedimentos descritos neste trabalho foram registrados no Sistema 
Nacional de Gestão do Patrimônio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado 
(SisGen) com o número de cadastro A828C24. Folhas de M. alicia (10 g) foram coletadas 
no Jardim Didático do Centro de Ciências Biológicas da UFPE e postas para secar por 
7 dias a temperatura ambiente. O extrato foi obtido a partir da homogeneização (16 h 
a 28°C) da farinha de folhas secas de M. alicia, na proporção de 2% (p/v), em solução 
salina (NaCl 0,15 M), utilizando agitador magnético. O extrato foi posteriormente filtrado 
em gaze e papel de filtro e centrifugados (9.000 g; 15 min, 4 C). Em seguida, para 
isolamento da atividade de lectina, o extrato foi submetido à cromatografia em coluna 
de quitina equilibrada  a um fluxo de 20 mL/h com NaCl 0,15 M. Após a aplicação do 
extrato a coluna foi lavada com a solução de equílíbrio até que a absorbância (280 
nm) fosse desprezível. Em seguida, as proteínas adsorvidas (lectina) foram eluídas 
da coluna com ácido acético 1 M. As frações eluídas foram dialisadas contra água 
destilada (2 h) seguida de NaCl 0,15 M (6 h) para complete remoção do eluente.

2.2	Determinação da concentração de proteínas e atividade hemaglutinante

A quantificação protéica foi realizada de acordo com Lowry et al. (1951), utilizando-
se curva padrão (31,25 a 500 µg/mL) de albumina sérica bovina. A presença de lectinas 
no extrato e na preparação ao longo do processo de purificação foi avaliada através 
de ensaio de atividade hemaglutinante em placas de microtitulação. Solução de NaCl 
0,15 M foi adicionada a todos os poços da placa e, em seguida, alíquota de 50 µL da 
amostra foi adicionada ao segundo poço e serialmente diluída até o final da segunda 
fileira. Foram então adicionados 50 µL de suspensão (2,5% v/v) de eritrócitos tratados 
com glutaraldeído (BING et al., 1967). A atividade hemaglutinante (AH) foi obtida como 
o inverso da maior diluição da amostra que promoveu total hemaglutinação. Atividade 
hemaglutinante específica (AHE) foi definida pela razão entre a AH e a concentração de 
proteínas (mg/mL). A metodologia para coleta dos eritrócitos foi aprovada pelo Comitê 
de Ética de Uso e Experimentação Animal da Universidade Federal de Pernambuco 
(processo 23076.033782/2015-70).
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2.3	Avaliação da especificidade de ligação a carboidratos 

A determinação da especificidade de ligação a carboidratos foi realizada através 
de ensaio de inibição da atividade hemaglutinante. Para tanto, o extrato em NaCl 0,15 
M e a melhor preparação lectínica (PQ) após a cromatografia foi previamente incubada 
com monossacarídeos (0,2 M), dissacarídeos (0,2 M) ou glicoproteínas (0,5 M) por 
15 min a 28°C antes da determinação da atividade hemaglutinante como descrito 
anteriormente.

2.4	Avaliação da atividade antimicrobiana

O extrato de folhas e PQ foram avaliados quanto à atividade antimicrobiana 
contra Escherichia coli e Candida albicans pelo método de microdiluição em placa. 
Foram utilizadas placas de microtitulação de 96 poços onde foram adicionados a cada 
poço 100 µL de meio de cultura, com cada fileira correspondendo a uma replicata 
do ensaio utilizando um dos microorganimos. Em cada fileira, o extrato ou PQ (100 
µL) foi adicionado ao terceiro poço e então submetida a dez diluições sucessivas 
(até 1:1024). Ao segundo poço, foi adicionado 100 µL de NaCl 0,15 M, efetuada 
homogeneização e 100 µL foram descartados. Em seguida, a todos os poços de cada 
fileira (exceto o primeiro) foram adicionados 20 μL da suspensão de microrganismo. O 
primeiro poço de cada fileira correspondeu ao controle de esterilidade do meio (para 
eliminar a possibilidade de contaminação) e o segundo poço correspondeu ao controle 
100% de crescimento (ausência da amostra). A densidade ótica a 490 nm (DO490) 
foi determinada em espectrofotômetro para microplacas no tempo 0 e após 24 h de 
incubação a 37ºC. Cada ensaio foi realizado em duplicata. A concentração mínima 
inibitória (CMI) foi definida como a menor concentração da amostra que promoveu 
redução maior ou igual a 50% em relação ao controle 

Havendo inibição do crescimento (CMI), a concentração mínima bactericida 
(CMB) foi determinada. Alíquotas do poço controle 100% e de cada poço onde houve 
inibição do crescimento foram transferidas para placas de petri contendo meio de 
cultura sólido. As placas foram incubadas por 24 h a 37ºC. A menor concentração capaz 
de reduzir o número de UFCs em 99,9% em relação ao inóculo inicial correspondeu à 
concentração mínima bactericida (CMB) ou fungicida (CMF).

3 | 	RESULTADOS E DISCUSSÃO

Muitos metabólitos vegetais, inclusive proteínas, estão sendo investigados 
quanto ao efeito sobre microrganismos. As lectinas são proteínas que fazem ligações 
com carboidratos de maneira reversível e específica e, devido ao envolvimento 
dos carboidratos em diversos processos celulares e fisiológicos, podem exercer 
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uma série de atividades biológicas. Como exemplos disso podem ser citadas as 
atividades inseticida, antimicrobiana, anti-inflamatória, antitumoral, antioxidante e de 
reconhecimento de carboidratos ou glicoconjugados presentes na superfície celular de 
diferentes organismos (ASKARI et al., 2012; JIMENEZ et al., 2014; SILVA et al, 2019). 
Esses relatos estimularam a pesquisa de lectinas nas folhas de M. alicia.

O extrato de folhas de M. alicia apresentou atividade hemaglutinante de 32 
e a cromatografia em coluna de quitina revelou apenas um pico (PQ) de proteínas 
adsorvidas após eluição com ácido acético 1 M (Figura 2). PQ apresentou atividade 
hemaglutinante específica de 16.384, correspondendo a um fator de purificação de 
170 vezes em relação ao extrato.

O ensaio de inibição com os açúcares revelou que a atividade hemaglutinante do 
extrato de folhas foi inibida por frutose, fucose, lactose, glicose, N-acetilglicosamina, 
N-acetilgalactosamina e ribose. Já a atividade de PQ foi inibida pelo monossacarídeo 
glicose e pelas glicoproteínas ovoalbina e fetuína, indicando que PQ corresponde à 
lectina glicose-específica e ligadora de quitina de folhas de M. alicia. 

O extrato de folhas não foi capaz de interferir no crescimento e sobrevivência 
dos microrganimos. Por outro lado, a lectina (PQ) inibiu o crescimento de colônias 
de E. coli (CMI: 0,05 mg/mL) e de C. albicans (CMI: 0,025 mg/mL). PQ não causou 
mortalidade em E. coli, mas foi fungicida para C. albicans contudo causou mortalidade 
apenas desta última (CMF = 0,1 mg/mL).

Figura 2. Cromatografia de afinidade em coluna de quitina do extrato de folhas de Mussaenda 
alicia obtido em NaCl 0,15. As frações 52-57 corresponderam a PQ.

O mecanismo da ação antibacteriana de lectinas pode estar relacionado à sua 
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capacidade de interação com componentes da parede celular das bactérias, tais como 
ácidos teicóicos e teicurônicos, peptideoglicanos e lipopolissacarídeos (PAIVA et al., 
2010). As lectinas também podem ocasionar a formação de poros na parede celular 
da bactéria e induzir o extravasamento de proteínas intracelulares (COELHO, 2018). 

Silva et al. (2019) reportaram a atividade antibacteriana de uma lectina da 
sarcotesta da fruta Punica granatum (PgTeL) contra cinco isolados de E. coli resistentes 
a drogas capazes de produzir β-lactamases, com valores de CMI e CMB variando de 
12,5 a 50,0 μg / mL e de 25,0 a 100,0 μg / mL, respectivamente.

Também tem sido relatada a ação antifúngica das lectinas através da interação 
com carboidratos presentes nas paredes celulares dos fungos, causando a inibição 
do crescimento ou até mesmo a ruptura da parede celular (SILVA et al, 2018). As 
lectinas também possuem atividades antifúngicas que estão relacionadas à interação 
com carboidratos presentes na parede celular como a quitina, α-manana e β-glucana, 
podendo causar a inibição do crescimento, alterações na parede celular, diminuição 
na absorção dos nutrientes e dificuldades para a germinação de esporos (DA SILVA, 
2019).

A lectina de Calliandra surinamensis (CasuL) foi ativa contra Candida krusei com 
o CMI e CMF de 125 e 250 g/mL, respectivamente (PROCOPIO et al., 2017). Utilizando 
o Calcofluor Whiter (Fluorocromo), o qual se liga à quitina presente na parede celular 
da levedura, os autores revelaram  que CasuL foi capaz de danificar a integridade das 
células de C. krusei por causar desintegração da sua parede celular.

4 | 	CONCLUSÃO

O extrato de folhas de M. alicia é fonte de lectina, mas não representa um agente 
antimicrobiano. Apesar disso, a lectina isolada representa um novo biomaterial ativo 
contra bactéria e fungo de interesse médico. Este resultado pode ser devido à interação 
com outros compostos presentes no extrato que sejam capazes de inibir o efeito 
antimicrobiano da lectina. Outros estudos são necessários para indicar o mecanismo 
da ação antimicrobiana da lectina sobre E. coli e C. albicans.  
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