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RESUMO

RESUMO

Neste trabalho, uma lectina presente em sementes de Koelreuteria paniculata (familia:
Sapindaceae), conhecida como “flor-da-ching”, foi isolada e purificada a partir de extragéo
em tampéo fosfatoc 0,1 M (pH 7,8}, cromatografia de excluséc molecular (Sephadex G-100),
cromatografia de afinidade (Sepharose-tripsina} e coluna de fase reversa C-18 p-Bondapack
(sistema HPLC). A pureza da lectina de K. paniculata (KpLec) foi verificada por eletroforese
em gel de poliacrilamida na presenga de SDS, que revelou que esta lectina apresenta duas
subunidades de massa molecular aparente de 22 e 44 kDa. Quando submetida ao
tratamento com DTT, a lectina se encontra predominaniemente em sua forma monomeérica
de 22 kDa. A massa molecular relativa estimada por gel filiracdo foi de 22 kDa. O extrato
bruto de KpLec hemaglutinou todas as hemaceas humanas do sistema ABO e hemaceas de
alguns animais como camundongo, rato, carneiro, boi e coelho. A atividade hemagiutinante
de KpLec mostrou ser estavel a diferentes pHs e temperaturas. Dentre os carboidratos
testados, a atividade hemagiutinante foi melhor inibida por N-acetil-glicosamina. O tratamento
de KpLec com EDTA mostrou que esta lectina requer cations divalentes para sua atividade
hemaglutinante. A determinacdo da segliéncia N-terminal de KpLec mostrou que ela
apresenta homologia com outras lectinas de plantas, principalmente com a Urtica djoica
aglutinina. A lectina néo inibiu o crescimento dos fungos Fusarium oxysporum, Colletotrichum
lindemuthianum e Saccharomyces cerevisiae e nem inibiu ou estimulou a agregagac
plaguetaria. Entretanto, KpLec foi capaz de causar efeitos citotOxicos em células Vero
(células de rim de macaco verde Africano) e apresentou atividade inseticida contra duas

espécies de insetos, Callosobruchus maculatus (Coleoptera:Bruchidae) e Anagasta

kuehniefla (Lepidoptera:Pyralidae).

xii






ABSTRACT

ABSTRACT

A lectin from Koelreuteria paniculata {Sapindaceae) seeds, commonly known as
“Goldenrain tree”, was isolated and purified by 0,1 M phosphate buffer, pH 7,6, gel filtration
chromatography (Sephadex G-100), affinity column (trypsin-sepharcse) and reverse phase
column C-18 p-Bondapack (HPLC system). K. paniculaia lectin's was assayed by
polyacrylamide gel electrophoresis yielding two bands of 22 e 44 kDa. in reduced conditions,
one main polypeptide chain of 22 kDa was obtained. A molecular weight of 22 kDa was
estimated by gel filtration on Superdex G-75 column (FPLC system). The crude extract of
KplLec agglutinated all human (ABQ) systern and animal erythrocytes from mice, rats, sheep,
cow and rabbit. The hemagglutination activity of Kplec showed stability to distincts pHs and
temperatures. Of the various sugars tested, the lectin was best inhibited by N-acetil-
glucosamine. The treatment of KpLec with EDTA shows that this lectin need metal ions for its
hemagglutination activity. Determination of the lectin N-terminal sequence showed that Kpi.ec
present homology with plant lectins, mainly with Urtica dioica agglutinin. The lectin did not
inhibit the growth of the fungi Fusarium oxyporum, Colietotrichum linndemuthianum and
Saccaromyces cerevisiae. KplLec didn't induce nor inhibited the platelet aggregation.
However, Kpl.ec showed citotoxical effects in Vero cells and presented insecticidal activity

against two insects pests, Callosobruchus maculatus and Anagasta kuehniella.






I. INTRODUCAQO

I. INTRODUGAO

A primeira descricBo de uma lectina data de antes de 1888, quando Stillmark publicou
sua dissertagdo intitulada “Ricina, um fermento téxico de sementes de Ricinus communis L. e
algumas outras espécies de euforbidceas”. Embora, agora esteja evidente que a ricina de
Stillmark era uma complexa mistura de moléculas toxicas de ricina e aglutininas néo toxicas,
seu trabalho pioneiro foi um marco na biologia, porque foi o primeiro a unir a toxicidade da
mamona & ocorréncia de um fator protéico hemaglutinante. Além disso, sua descoberta foi
também um marco na bioquimica de plantas porgue “ricina” foi a primeira proteina vegetal
cuja atividade biologica péde ser determinada. Logo apés, substéncias toxicas similares a
ricina foram identificadas em sementes de Croton tiglium (crotina), Abrus precatorius (abrinaj
e em casca de Robinia pseudoacacia (robina). Em 1898, Elfstrand introduziu pela primeira
vez o termo “hemaglutinina” como um nome comum a todas as proteinas vegetais que
causam aglutinacdo de células. Este novo termo foi claramente inspirado na similaridade
entre a visivel atividade macroscopica das proteinas vegetais € a das aglutininas do soro
humano e animal, primeiramente descrito por Landois em 1875.

A idéia de que a toxicidade é uma propriedade intrinseca das lectinas foi abandonada no
comego do século XX, depois que Landsteiner e Raubitscheck (1907) relataram pela primeira
vez a presenca de uma lectina ndo toxica nos legumes Phaseolus vulgaris (feijao), Pisur.
sativum (ervilha), Lens culinaris (lentilha), e Vicia sativa. Apds o trabalho de Landsteiner €

Raubitschek, muitas outras hemaglutininas vegetais ndo toxicas foram descobertas. Tornou-
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se, a partir de ent&o, evidente que lectinas estio difundidas no reino vegetal e que ¢

o

toxicidade atribuida &s mesmas, & excecao, e ndo regra.

O préximo marco na historia das lectinas vegetais foi a descoberta de que algumas
hemaglutininas exibem uma clara preferéncia a eritrécitos de um grupo particular de tipc
sanglliinec humano dentro do sistema ABO (Renkonen, 1948: Boyd & Reguera, 1949). A
descoberta da especificidade a grupos sanglineos foi 0 motivo direto da introdugao do terme
“lectina” {do verbo latino “fegere”, que significa selecionar).

A confus@o atual na terminologia "lectina” se deve, em grande parte, ao fato de que
diferentes nomes foram introduzidos antes que © mecanismo causador da atividade
aglutinante, visivel macroscopicamente, fosse entendido em termos moleculares (Van
Damme et al., 1998). Embora Summer & Howeli (1936) j& tivessem observado que o aclicar
de cana inibia a atividade agiutinante da concanavalina A (ConA), somente em 1952 foi
demonstrado que a propriedade de aglutinacdo das lectinas estava baseada numa atividade
especifica de ligagdo com aglcar (Watkins & Morgan, 1952). Assim que as lectinas foram
reconhecidas como proteinas ligantes de carboidratos elas puderam ser distinguidas de
outras proteinas com base num critério funcional bem definido. Por esta razdo, atuaimente as
lectinas s&o consideradas como proteinas ligantes de carboidratos ao invés de (hem)
aglutininas.

Lectinas sé&o definidas como proteinas de origem ndo imune, que aglutinam células e
glicoconjugados e sédo capazes de se ligar reversivel e especificamente a carboidratos e

substancias que contenham actlicar, sem alterar a estrutura covalente de nenhum ligante

glicosil (Peumans and Van Damme, 1995).



1. INTRODUCAO

1. Propriedades gerais das lectinas de plantas

O passo inicial na purificagdo de lectinas de diferentes fontes envolve preparacao de
exiratos em solugdo salina ou em uma solugdo tampdc (Kennedy et al, 1885). Muitos
extratos contendo lectinas ainda sdo parcialmente purificados por exaustiva didlise (Sage &
Green, 1972), fracionamento dependente de pH (Suzuki et al., 1978) ou fracionamento com
sais; um dos mais utilizados € o sulfato de aménio, que garante alta forga ibnica (Moreira &
Qliveira, 1983).

Varias técnicas convencionais contribuem para a purificac&o de lectinas, baseadas na
carga ou tamanho da proteina. Para purificar lectinas, colunas de tfroca-idnica, DEAE
celulose, CM-celulose, DEAE-Sephadex e DEAE Sepharose, tem sido sucessivamente
usadas (Kolberg & Sletten, 1982). Cromatografias de exclusdo molecular, pricipalmente as
Sephadex, também sdo muito usadas como matrizes de exclus&o molecular na purificagdo
de lectinas (Kennedy et al., 1985).

A aplicacdo de cromatografia de afinidade na purificacdo de lectinas € baseada
principaimente na habilidade de estas proteinas se ligarem a carboidratos de maneira
especifica e reversivelmente. As lectinas tém a vantagem de n&c modificarem os
componentes com as quais elas interagem e a ligagdo é reversivel (Lis & Sharon, 1981).
Lectinas especificas para glicose/manose ou seus derivados podem usar Sephadex, como
(-50, G-100, G-200 (Borreback & Rougé, 1986). Lectinas com especificidade para N-
acetilglicosamina e seus oligossacarideos, podem usar quitina como matriz de afinidade

{Kochibe & Matta, 1989). Ja aquelas especificas para galactose e seus derivados podem ser
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purificadas usando agarose (Nicolson & Blaustein, 1972) ou Sepharose (Shet & Madaiah,
1989).

As lectinas de plantas sdo usuaimente glicoproteinas, com varidvel contetdo de
carboidratos; entretanto, podemos citar dois exempios que fogem a esta regra, como 3
lectina de Dioclea guianensis (Vasconcelos et al., 1990) e a lectina de Canavalia brasiliensis
{Moreira & Cavada, 1984), que ndo sdo glicoproteinas.

As lectinas de leguminosas sdo geralmente ricas em acido glutamico, glutamina, 4cido
aspartico, asparagina, serina e freonina, mas pobres em aminoacidos que contém enxofre
{Sharon & Lis, 1990). Entretanto, o aminoacido predominante nas lectinas de Sclanaceae é
a hidroxiprolina e nas lectinas de Gramiﬁaceae sao glicina e cisteina (Gabius, 1997).

O peso molecular das lectinas de piantas & muito variado; em geral elas sio oligdmeros,
e a estrutura tetramérica é comumente encontrada, como nas lectinas de Canavalia
ensiformis (Goldstein & Poretz, 1986) e Dioclea grandifiora (Moreira et al., 1983).

Lectinas vegetais apresentam alta estabilidade a variaghes de temperatura e pH, e
resistem a uma grande variedade de enzimas proteoliticas, caracteristica comum a maioria
das proteinas que estejam diretamente envolvidas no mecanismo de defesa de plantas
(Peumans & Van Damme, 1995). Muitas proteinas relatadas como de defesa, como por
exemplo, quitinases e glucanases (Linthorst, 1991), inibidores de protease (Ryan, 1990),
proteinas fungicidas (Broekaert et al., 1992), inibidores de a-amilase (Huesing et al., 1991),
tioninas (Bohlmann et al., 1988) e proteinas inativadoras de ribossomo (Barbieri et al., 1993)

sobrevivemn a tratamentos que inativariam proteinas celulares normais.
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2. Perdas na producdo causadas por insetos

Existe uma continua necessidade de aumentar a produc8o agricola mundial para
satisfazer a demanda progressiva da populagdo. Para que este aumento ocora €
fundamental methorar o rendimento das colheitas (Hilder & Boulter, 1989).

Mitho (Zea mays), trige (Trticum aestivum), soja {Glycine max), e principalmente
variedades de feijdo (Vigna unguiculata e Phaseolus vulgaris) séo os gros que represeniam
uma grande parte da fonte protéica na alimentacdo humana e de animais (Duranti et al.,
1997). Uma grande quantidade da produgdc destes grBos € perdida duranie ©
armazenamentc por causa de danos causados por diversas pragas, Ccomo pequencs
roedores, fungos €, principalmente, por insetos (Hilder & Bouiter, 1688).

Dentre as espécies de insetos responsaveis por tals danos encontramos as gue
pertencem as ordens Coleoptera e Lepidoptera. Os coleGpteros da familila Bruchidae s&o de
maior importancia em relacgo & infestag@io de feijdes, sendo mencionadas as principais
espécies de graos estocados: Acanthoscelides obtectus (Say), Zabrotes subfasciatus (Boh.)
e Caliosobruchus maculatus {Fabr.) (Singh et al., 1985). Este Gltimo representa a principal
praga de V. unguiculata durante o seu armazenamento (fig. 1). Em periodos severos de
infestacdo, a perda destes feijdes armazenados apos colheita, pode atingir até 100% em um

periodo de 6 meses, devido ao ataque do bruguidec C. maculatus (Hall et al., 1997).
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Figura 1- Fémeas de Callosobruchus maculatus infestando grios de feijgio (Foto de J. W.
Stewart).

O lepiddptero Maruca vitrata (Fabr.), da familia Pyralidae, é responséavel por 20-80% das
perdas de vagens de caupi em condicdes de campo na Africa, Asia e América Latina
(Machuka et al., 1999). Entretanto, os insetos Chilo partellus (Law & Kfir, 1997) ¢ a traca-da-
farinha, Anagasta kuehniella (Locatelli & Biglia, 1995) s3c pragas tanitoc de gréos
armazenados quanto de campo.

4. kuehniella & encontrada amplamente pelo mundo. Dependendo da temperatura &
umidade, uma fémea pode colocar até 562 ovos. A temperatura favordvel € de 28 a 28°C,
onde o tempo de desenvolvimento de uma geracio varia de 43 a 72 dias, & de 140 5 243
dias 2 temperatura de 10 °C. Os ovos sio depositados proximo aos predutos dos quais se
alimentam. As larvas movem-se rapidamente, alimentando-se e lancando fios de seda que
formam feias. Estes flos de seda formam massas compactas que podem chegar a obstruir
tubos e condutos de moinhos de trigo, além de servirem como reflgio a outros insetos gue

danificam graos e produtos armazenados (Habib & Fagundes, 1596).
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Fsias larvas crescem e se ifransformam em pupas nos proprios produtos que estdo
infestando. Quando adulias, param de se alimentar e tém vida curia, aproximadamente 14

dias (fig. 2).

Figura 2 - Anagasta kuehniella adulta sobre gréos de milho (Foto de Van Waters & Rogers).

3. Classificacio das lectinas

3.4, Classificagdo estrutural

Devido a2 uma ampla variedade de proieinas com diferentes propriedades

hemaglutinantes e/ou de precipitac@o de glicoconjugados, que se enguadravam deniro da

definico de lectinas, elas foram subdivididas em:

a) Merolectinas: apresentam um Gnico dominic de ligag&o a carboidratos. Por definicao

elas sdo monovalentes, e conseqiientements, incapazes de precipitar glicoconjugados ou
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aglutinar células. Heveina, uma peguena proteina do lalex de seringusira (Heves
brasiliensis), que se liga a quitina, & uma tipica merolectina (Van Parijs et al., 1991).

Hololectinas: s8c também composias de dominio de ligagio a carboidratos, mas contérr

pelo menos dois desses dominios gue sdo idénticos ou muitos similares, @ ambos se
figam ao mesmo aglcar ou a aglcares estruturalmente similares. Hololectinas sdo por
definicBo bivalentes ou multivalentes e, por isso, aglutinam células efou precipitar
glicoconjugados. A maioria das lectinas vegstais pertence ao subgrupo das hololectinas,
A concanavalina A (ConA) € um exemplo de lecting deste grupo (Peumans and Van
Damme, 1988}

Quimerolectinas: sac lectinas compostas de um ou mais dominios de ligagdo =

carpoidratos e um dominic relacionadc & atividade catslitica, que atus
independentemente do(s) dominio(s) de ligagio de carboidratos. Dependendo do nimerc
de sitios de figagdo a carboidratos, as quimerolectinas se comportam como merolectinas
ou como holclectinas. Um representante deste grupc & a proisina inativadora de
ribossomos (RIP tipo 2), como por exemplo a ricina (toxina da mamona), a qual possui
dois dominios de ligag8o para carboidratos comportando-se como uma hoiolecting

(Peumans and Van Damms, 1598).

Superlectinas: como as hololectinas, as superlectinas consistem exclusivamente de pelo
menos dois dominics de ligacBo para carboidratos. Entretanto, diferentemente das
hololectinas, os dominios de ligac8o para carboidratos das superlectinas reconhecem
agucares estruturaimente diferenies. As superiectinas podem também ser consideradas
um grupo especial de quimerolectinas compostas de dois dominios de ligagdo para

carboidratos independentes estrutural e funcionalmente. Esta natureza quimérica é
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exemplificada pela lectina de tulipa (TxLC-I) que consiste de um dominio e ligagao a
manose N-terminal, seguido por um dominio n&c relacionado de ligagdo a N-

acetilgalactosamina (Van Damme et al., 1986).

3.2. Ocorréncia

3.2.1. Lectinas encontradas em bactérias

Sabe-se que varias bactérias produzem lectinas e proteinas lectina-like (Mirelman et
al., 1986). Estas incluem exotoxinas, proteinas de superficie e pequenos apéndices como
pili, que est&o envolvidos na adeséo especifica de células bacterianas a superficie de céluias
eucarioticas (Sharon, 1987). Depierreux et al. (1991) mostraram que no caso do
Agrobacterium tumefasciens, a lectina reside na superficie bacteriana e o carboidrato da
planta hospedeira atua como seu receptor.

Microcystes aeroginosa, uma cianobactéria, apresenta uma lectina de 57 kDa (MAL)
com atividade hemaglutinante contra eritrocitos de coelho, cavalo e de humanos do sistema
ABO (Yamaguchi et al., 1998). MAL é uma glicoproteina, e é inibida principalmente por N-
acetilgalactosamina e por glicoproteinas.

Meng et al. {1998) também verificaram a presenga de lectinas na superficie de
Escherichia coli k 88, Salmonella choleraesuis e Bifidobacteria pseudolongum presentes no
sistemna gastrointestinal de porcos. Embora a fungdo exata de lectinas bacterianas ainda néo
esteja clara, acredita-se que elas desenvolvam um papel chave na mediacéo da adesao da

bactéria a suas células hospedeiras (Mirelman & Okek, 1986).
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Estudos de ades&o bacteriana, realizados por Ko et al. (1987) com Pseudomonas
aeruginosa vieram a comprovar o envolvimento de lectinas. A adesédo in vitro e in vivo de P
aeruginosa foi mediada pelo acido N-acetiineuramico (carboidrato especifico da lectina). C
bloqueio dos sitios de ligagdo da lectina na superficie bacteriana com o carboidraic
especifico preveniu completamente o processo de adesdo da bactéria in vitro. In vivo, C
numerc de organismos aderidos em vérios érgdos, diminuiu drasticamente na presenga dc
acido N-acetilneuramico. Entretanto, carboidratos nio especificos mostraram apenas efeitos
despreziveis (Ko et al., 1987).

A administrag8io intratraqueal de N-acetilglicosamina inibe compietamente a adesio
de Streptococcus pneumoniae aos pulmdes de camundongos Balb-C (Beth et al., 1987) ¢
similarmente, a adesdo de Helicobacter pylori ao epitélio gastrico € mediada por interacéo

especifica com o receptor de acido sialico (Logan, 1996).

3.2.2. Lectinas encontradas em protozoarios

A presenga de lectinas tem sido documentada na ameba patogénica Enfamoeba
histolytica, que causa desinteria em humanos pela invasdo e rompimento da mucosa
intestinal (Mirelman and Ravdin, 1987; Ravdin, 1989). A lectina amebiana, ndo somente
facilita a adesdo da ameba as células do epitélio intestinal (Mirelman, 1987) como, durante
estagios posteriores & infecgéo, facilitam a ligagdo do parasita a outras células/tecidos ou a
bactérias, aumentando assim esta viruléncia. In vitro, varios sacarideos inibem a ades3o da
ameba aos enterdcitos e outras células alvo de mamiferos, o que sugere que a adesdo da

ameba seja mediada pela interaco lectina-carboidrato (Singh et al., 1999).
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3.2.3. Lectinas encontradas em fungos

A descoberta de lectinas presentes em fungos se iniciou através de pesguisas na
toxicologia de fungos superiores, seguindo descoberias de toxinas de semenies com
propriedades coagulantes do sangue, por exemplo, a ricina encontrada em Ricius communis
e a Abrina encontrada em Abrus precatorius, sendo que se buscava encontrar em fungos,
moléculas com propriedades semelhantes as encontradas em plantas.

A primeira hemaglutinina presente em fungos foi descoberta em Amarita muscaria
(Ford, 1810), seguido por pesquisas com fungos tradicionalmente comestiveis comeo Bolefus
edulis (Friedberger & Brossa, 1912) e Lactarius deliciosus (Galli-Vallerio & Bomnand, 1918).

Certas espécies que apresentam parentesco possuem em comum alto contetido de
lectinas; entretanto, nenhuma relacéo clara existe entre a ocorréncia de lectinas e grupos
sistematicos (Guiilot & Konska, 1997). Certos géneros, familias e ordens s&o, porém notaveis
para a porcentagem alta de espécies ativas; eles incluem, por exemplo, Lactarius, Russula,
Boletus, Phallus e Hygrophoraceae. Ao contrario, outros como 0s heterobasidiomicetos,
apresentam poucas espécies gue contém lectinas. A presenga de lectinas pode estar
relacionada com a fisiologia e ecologia dos fungos (Guillot & Konska, 1997).

Algumas espécies mostraram conter nao apenas uma, mas varias lectinas; estas
lectinas podem estar reiacionadas, diferindo apenas em seus pontos isoeletricos
(isolectinas), como aquelas isoladas de Agaricus bisporus (Sueyoshi et al., 1985), ou uma
pequena variagdo no peso molecular e mudanca de alguns aminoacidos por subunidade,
como no caso das lectinas PCL-a, PCL-b e PClL-¢c de Pleurotus cornucopiae (Yoshida et al.,

1994). Elas também podem diferir mais amplamente, exibindo especificidades diferentes,

11



L INTRODUCAO

como observado em Laccaria amethystea, onde uma lectina (LAF) se liga em fucose,
enquanto a outra (LAL) é inibida por lactose (Guillot et al., 1983). Neste dltimo caso, as duas
lectinas sdo estruturaimente relacionadas, apesar de sua diferenca na especificidade.

Nos Gitimos anos, varias lectinas tém sido purificadas de fungos como Ganoderma
lucidum (Kawagishi et al., 1995), Amanita pantherina (Zhuang et al., 1896), do comestivel

Lentinus edodis (Wang et al., 1999) e do cogumelo Mycoleptodonoides aitchisonii (Kawagishi

et al., 2001).

3.2.4. Lectinas encontradas em aigas

Muitas algas marinhas liberam fliidos de suas glandulas, quando sdo pertubadas.
Esta reacdo sugere que estes fliidos contenham fatores bioativos, no qual muitos atuam
contra inimigos potenciais, ja que os mecanismos de defesa destas algas marinhas diferem
dos mecanismos de defesa altamente desenvolvidos pelos vertebrados (Cooper, 1980).

Entre as espécies pesquisadas, pode ser citado Pilota plumosa, Agardhelia tenera,
Cystoclonium purpuream, Gracilaria verrucosa, Palmaria palmata, Fucus vesciculosum,
Codium fragile (Rogers et al. 1988) e Codium tomentosum (Fabregus & Carracedo, 1989).

Recentemente, Ozeki (1998) purificou uma lectina da alga marinha Aplysia kurodai
especifica para galactose, que foi capaz de promover a adeséo de células sarcoplasmaticas
humanas e na presenga do aglcar especifico, a atividade da lectina foi completamente
inibida. Outra lectinas do género Aplysia foram purificadas, como por exemplo, a lectina de

gonodas da A. depilans (Wu et al., 2000) e a lectina de A. dactyiomela (Melo et al., 2000), o

12
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qual mostrou apresentar atividade bacteriostatica principalmente contra Staphylococcus

aureus, Proteus vulgaris e P. aeruginosa.

3.2.5. Lectinas encontradas em virus

As lectinas de virus tém sido discutidas em detalhes por Sharon & Lis (1989). O virus
da gripe possui uma molécula de glicoproteina na membrana que media a ligaggo. O mais
velho, e talvez o melhor, sistema caracterizado, de reconhecimento lectina-carboidrato €
agquele que govemna a interagdo do virus da gripe as suas células alvo (Pauison, 1985; Wiley
& Skehel, 1987). Embora a habilidade do virus em aglutinar eritrocitos seja conhecida desde
1941, mais de uma década se passou antes que fosse mostrado que o virus humano se liga
a eritrocitos e outras células pelo reconhecimento do acido N-acetilneuraminico presente na
superficie da célula, e que esta ligagdo é um pré-requisito para o inicio da infecgéo.
Descobriu-se que a lectina presente na superficie do virus da gripe, € composta de dois
polipeptideos, HA1 & HA2 (com pesos moleculares de 36 e 26 kDa, respectivamente),
covalentemente ligados por pontes dissulfeto; quando associados ndo covalentemente,

formam trimeros que se localizam na superficie viral.

13



LANTRODUCAQ

3.2.6. Lectinas encontradas em plantas

3.2.6.1. Lectinas de leguminosas

Mais de 70 lectinas de leguminosas, pertencentes a diferentes subordens e espécies tem
sido iscladas e caracterizadas, principalmente de sementes (Sharon & Lis, 1990).

Embora elas difram em suas especificidades para carboidratos, elas sdc muito
semelhantes em suas propriedades fisico-guimicas. Consistem usuaimenie de 2 ou 4
subunidades (25-3C kDa), cada subunidade com um sitio de ligacdo para carboidrato
(Sharon & Lis, 1990). A primeira lectina de legume a ser completamente caracterizada foi a
Concanavalina A (Con A) isolada de Canavalia ensiformis. Con A € uma proteina
tetramérica, composta de 4 subunidades idénticas, onde cada uma contém 237 residuos de
aminoacidos e tem um peso de aproximadamente 26 kDa {Cunningham et al., 1975). O sitio
de ligac&o para carboidrato da Con A foi bem definido, e é especifico para glicose e manose
(Becker et al., 1976).

Outras lectinas de legumes, que se ligam a manose e glicose, também foram
caracterizadas. Estas incluem favina de Vicia faba L. (Hemperley et al., 1979) e as lectinas
de Lens culinaris {Loris et ai., 1993), Pisum sativum (Einspahr et al., 1986) e Castanea
crenata (Nomura et al., 1998)

Varias lectinas de leguminosas ja tém suas estruturas cristalograficas depositadas nos
bancos de proteinas, como PHA-L (Hamelryck et al., 1995), a lectina de Lathyrus ochrus
(Rougé & Cavada, 1984), a lectina de amendoim (Banerjee et al., 1994), a lectina de soja

{Dessen et al., 1995), e a lectina de Griffonia simplicifolia (Delbaere et al., 1993).

14



| INTRODUGAQ

Muitas lectinas de leguminosas apresentam atividades biolégicas importantes, como a
lectina isolada de Abrus puicheilus (Ramos et al., 1998), gue se mostrou exiremamente
téxica quando injetada na cavidade peritonial de camundongos ou quando testada com o
crustaceo Arthemia salina. Qutros exemplos sdo o efeito inflamatdric e antiinflamatério
desempenhado pela lectina de soja (Benjamin et al., 1997), e a atividade inseticida da lectina

de L. ochrus sobre larvas de Drosophila melanogaster (Triguéros et al., 2000).

3.2.6.2. Lectinas ligantes de guitina

330 encontradas em cinco familias ndo relacionadas taxonomicamente: Gramineae,
Solanaceae, Urticaceae, Papaveraceae e Amaranthaceae.

Por definicdo, a familia das lectinas que se ligam a quitina compreende todas as
proteinas que contenham pelo menos um dominio heveina. O termo “dominio heveina”
refere-se a uma pequena proteina, de 43 aminodacidos, extraida do latex da seringueira, a
Hevea brasiliensis (Waljuno et al., 1975). Apesar de serem moléculas pequenas, as heveinas
possuem um sitio bastante ativo para ligagéo a quitina.

Todas unidades estruturais de aproximadamente 40 residuos de aminoacidos que exibem
segUéncia similar & heveina e que possuem capacidade de se ligar a quitina, séo
consideradas “dominio heveina”. Deve-se ressaltar que ha também lectinas que se ligam a
quitina sem apresentarem esse dominio heveina. Por exemplo, as lectinas de Cucurbitaceae

(familia Leguminosea) que ndo mostram seqiiéncia similar ao dominio heveina (Van Damme

et al., 1998).

15
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3.2.6.3. Proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2

Proteinas que inativam ribossomos (RIP) sdo comuments conhecidas como proteinas
que cataliticamente inativam ribossomos eucaridticos (Barbieri et al., 1993). O mecanismo de
acdo delas € baseada na remogdo enzimatica de um residuo adening especiﬁéo de uma
regido altamente conservada (A.4324 de RNAr de ratos) na subunidade maior do RNA
ribossomal. A clivagem deste residuc especifico de adenina causa uma mudanca
conformacional, impedindo a ligacdc do fator de elongacdo 2-(EF2) ao ribossomo. Como
resultado, a sintese de proteina é impedida e as células morrem,

Durante os Ultimos anos, evidéncias convincentes tém sido apresentadas de que a
atividade enzimatica das RIP ndo é restrita a simples residuos de adenina de ribossomos
eucaridticos ou RNAr. A maioria das RIP sido realmente capazes de remover multiplos
residuos de adenina, de vérios. polinucleotideos como RNA, DNA e polimerase (A).
Consequentemente, o termo polinucleotideo adenosina glicosidase (PAG) seria mais
apropriado (Barbieri et al., 1996).

Varias proteinas inativadoras de ribossomo do tipo 2 tém sido isoladas de plantas
pertencentes a familias ndo relacionadas taxonomicamente. Todas as RIP-tipo 2 sdo
proteinas quiméricas, compostas de uma cadeia A cataliticamente ativa, que é ligada
covalentemente através de pontes dissulfeto a cadeia B, que possui um ou mais sitios de
ligagdo a carboidratos (Van Damme et al., 1998). Muitas podem entrar em células intactas
por endocitose, depois que sua cadeia B se ligar a glicoreceptores na superficie da célula.
Uma vez dentro da célula, a cadeia A pode entio chegar ao citosol e inativar os ribossomos,

resultando na morte da célula. A RIP-tipo 2 é uma tipica lectina da familia das
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quimerolectinas e como exemplo podemos citar a ricina, uma lectina isolada de R. communis

e a abrina de Abrus precatorius, que exercem atividade antitumoral, baseado na inibigdo de

sintese protéica {Lin & Li, 1980).

3.2.6.4. Lectinas de monocotileddneas ligantes de manose

O termo “lectinas de monocotiledéneas ligantes de manose” refere-se a superfamilia das
lectinas estritamente especificas a manose, ¢ qual até agora tem sido exclusivamente
encontrada no subgrupo das plantas monocotiledbneas (Peumans & Van Damme, 1996).

Todas as lectinas de monocotileddneas ligantes de manose consistem de subunidades
com seqliéncia similar e estrutura tridimensional semeihante. Elas ocorrem em pelo menos
cinco familias diferentes: Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae, Liliaceae e Orchidaceae (Van
Damme et al., 1998).

Duas lectinas classificadas neste grupo exercem atividade inseticida sobre o lepidéptero
Maruca vitrata, a aglutinina purificada de Listera ovata (Orchidaceae) e a aglutinina de buibos
de Galanthus nivalis (Amaryllidaceae) (Machuka et al., 1999a).

Uma lectina purificada de bulbos de alho (Allium sativum) é um outro exemplo classico de

lectinas deste grupo; esta proteina exerce atividade antitumoral e induz células tumorais a

apoptose (Karasaki et al., 2001).
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3.2.6.5. Lectinas relacionadas 3 jacalina

Jacalina, uma lectina especifica para galactose, de sementes de jaca (Artocarpus
integrifolia) € uma classica lectina de plantas ndo leguminosas (Peumans & Van Damme,
1998). Atualmente, o termo “lectinas relacionadas a jacalina” & usado come um neme comum
a todas as lectinas que séo estruturalimente e evolutivamente relacionadas 3 lectina da jaca.
A familia das jacalinas compreende dois subgrupos de lectinas. O primeiro subgrupo
compreende as lectinas de semente da familia Moraceae, especificas para N-
acetilgalactosamina, as quais sdo muito similares a lectina de jaca.

O segundo subgrupo compreende as lectinas da familia Convolvulaceae, que apresentam
segiéncia similar a da lectina de Moraceae, mas exibem especificidade para
manose/maltose (Van Damme et al., 1996).

Como exemplo de lectinas relacionadas a jacalina, pode ser citado trés lectinas da familia
das Moraceae, a lectina de sementes de A. incisa (Moreira et al., 1 098), a lectina de
sementes de A. lakoocha (Wongkham et al., 1995) e a lectina de folhas de amora branca

(Morus alba), que é capaz de induzir a aglutinagdo da bactéria fitopatogénica Phaseolus

syringae pv mori (Ratanapo et al., 2001).

3.2.7. Lectinas encontradas em animais

As lectinas isoladas de animais foram divididas em dois grupos principais:; lectinas do
tipo C e lectinas do tipo S. As lectinas tipo C requerem jons Ca®* para sua atividade; seus

residuos de cisteina estéo ligados formando pontes dissulfeto: possuem soiubilidade variavel
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e séo localizadas principalmente no ambiente extracelular. As lectinas tipo S, néo requerem
Ca®" para sua atividade; suas cisteinas encontram-se como grupos tiois livres; sdo sollveis
ern tampao, sendo localizadas tanto extracelularmente como intracelularmente e apresentam
maior especificidade para aglcares que contém B-galactosideos (Drickamer, 1988).

Também chamadas de lectinas soltveis ligantes de B-galactosideos, as lectinas tipo S
sdo acidicas, tém baixa massa molecular e, geralmente, sdo compostas de subunidades de
14 kDa a 18 kDa. Requerem grupos tidis livres para sua ligacdc a carboidratos, tanto que,
quando oxidadas, perdem sua atividade (Drickamer, 1988). Quanto 2 estrutura primaria, sua
seqliéncia é altamente conservada (68 a 92%) em diverscs tecidos e organismos, sugerindo
gue estas proteinas derivam de um gene ancestral comum (Ali, 1991).

As galectinas fazem parte das lectinas tipo S e possuem uma segliéncia caracteristica
e uma massa molecular de 14 kDa por subunidade (Barondes et al., 1994b). Em mamiferos,
as galectinas parecem estar envolvidas na regulacdo do crescimento e da ades&o celular,
assim como na migracdo de células. Tém também papel importante na neoplasia € nas
respostas imunes (Barondes et al., 1994a).

Quanto ao papel desempenhado pelas lectinas na resposta imune, Powell & Vark
(1995) descreveram um familia de lectinas tipo 1, que seriam originadas da superfamilia das
imunoglobulinas. As lectinas tipo 1 s&o proteinas integrais de membrana e possuem amplos
dominios citosélicos com potenciais sitios de fosforilac@o. Estas proteinas hemagiutinantes
que n&o necessitam de calcio para sua atividade, possuem um dominio de reconhecimentc
de carboidratos: CRD-Tipo S. Este CRD é definido entre 36 residuos de aminoacidos

conservados e 19 invariantes. Nenhum residuo de cisteina € invariante neste tipo de CRD, j
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que estas proteinas possuem estes residuos como grupamentos tidis livres {Drickamer e
Taylor, 1893).

Nas lectinas tipo C, ¢ CRD ¢ caracterizado por um dominio constituido de cerca de
100 a 130 residuos de aminocacidos. Este CRD-Tipo C foi identificado em varias proteinas
ligantes a carboidratos, através de um grupo de residuos invariantes que se iocaliza em
posicdes distintas, dependendo da proteina, sendo que, em média, 15 residucs s3do
conservados e estdo nas mesmas posigoes relativas (Drickamer, 1988).

Apesar do CRD estar associado com = ligago da lectina ao aclicar especifico, a sua
presenca ndo implica que a proieina que o possua tenha necessariamente atividade de
ligagao a carboidratos (Drickamer, 1993).

Estas regides da cadeia polipeptidica, onde estéio os residuos conservados do CRD,
ndo devem ser vistas como entidades independentes, pois a capacidade da lectina de se
ligar a carboidratos € modulada também por varios outros dominios presentes na molécula

{Gabius, 1994). As interagbes do CRD com outros dominios adicionais determinam muitas

das fungGes das lectinas (Drickamer e Taylor, 1993).

4. Propriedades e aplicagdes das lectinas vegetais

4.1. Atividade antiviral das lectinas de plantas

Com excegdo das j& descritas proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2 (RIP-Tipo
2), nenhuma outra lectina de planta tem sido descrita como inibidora da infecgéo viral,

replicag@o, ou propagacéo sistémica (Peumans & Van Damme, 1995). Apesar disso, esta
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falta de evidéncia ndo impede um possivel efeito antiviral das lectinas de plantas. Devem ser
mencionados neste contexio que, vérias lectinas de plantas sdo potentes inibidoras in vitro
de viros animais e humanos, que apresentam glicoproteinas (Balzarini et al., 1992). Algumas
lectinas de planta desempenham um papel antiviral indireto, como por exempio, lectinas com

fungéio inseticida podem prevenir e ou reduzir a propagagdo de insetos que transmitem a

infecgdo viral.

4.2. Atividade bactericida das lectinas de plantas

A parede das bactérias ndo somente previne qualquer interagéo entre glicoconjugados
de suas membranas e proteinas que se ligam a carboidratos, mas também evita que estas
proteinas penetrem no citoplasma. Desta maneira, lectinas de plantas n&o podem alterar a
estrutura efou permeabilidade da membrana, ou alterar o processo intracelular normal de
invasdo destes microbios. Entretanto, se as lectinas desenvolveram um mecanismo de
defesa de plantas contra bactérias, deve ser indiretamente, baseando-se na interagdo com
carboidratos da parede celular ou glicanos extracelulares (Peumans & Van Damme, 1995).

isto tem sido sugerido, por exemplo, para a lectina de batata, que imobilizou cepas
avirulentas de Pseudomonas solanacearum na parede da célula do vegetal (Sequeira &
Graham, 1977). Interagdes entre lectinas e bactérias, que sdo patogénicas para o homem,
t&m sido estudadas extensivamente com o objetivo de se buscar um potencial diagnéstico

(Calderon et al, 1997). Uma lectina N-acetiiglicosamina especifica de Cyphomandra
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betaceaea mostrou inibir o crescimento de algumas bactérias fitopatogénicas (Nieva- Morenc
etal., 1997).

Um outro mecanismo de defesa indireto é o bloqueio dos movimentos normais de
motilidade da bactéria pelas lectinas (Broekaert and Peumans, 1986). Recentemente foram
descobertas duas lectinas 4cido N-glicoliineuramico especificas, de folhas de amora
capazes de aglutinar especificamente a bactéria patogénica P. syringae pv mori. Da mesme
forma, outras lectinas vegetais t8m efeito sobre esta bactéria, como a lectina de G.
simplicifolia {GS 1), Con A, WGA, 3 lectina de amendoim (Arachis hypogaea), e a lectina de

tentitha (Lens culinaris) (Ratanapo et al., 2001 ).

4.3. Atividade fungicida das lectinas de plantas

Visto que lectinas de plantas ndo podem se ligar a glicoconjugados na membrana dos
fungos ou penetrar no citoplasma das células por causa da presenga de uma compacta e
rigida parede celular, uma interferéncia no crescimento e desenvolvimento desses
organismos parece improvavel. Entretanto, efeitos indiretos, baseados na ligacdo das
lectinas a carboidratos expostos na superficie da parede celular dos fungos sédo possiveis
(Peumans & Van Damme, 1995).

Pela natureza de sua especificidade, lectinas que se ligam a quitina parecem
provavelmente ter um papel na defesa de plantas contra fungos. Estudos in vitro
demonstraram que WGA inibe a germinacdo de esporos e crescimento de hifas de

Trichoderma viride, hipétese fortemente sustentada, até ser mostrado que a inibicdo do
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crescimento do fungo foi devido a contaminacéo por quitinases nas preparagdes da lectina
(Schiumbaum et al.,, 1986). Embora esta revelagio tenha comprometido a proposta da
atividade fungicida das lectinas de plantas, uma prova mais definitiva foi obtida quando se
demonstrou gue lectinas de urtiga (Urfica dioica aglutinina), livre de quitinases, inibiram o
crescimento de Botrylis cinerea, Trichoderma hamalum € Phycomyces blakesleeanus
(Broekaert et al., 1989). O mecanismo exato de agdo da lectina de urtiga (UDA) ainda nao foi
elucidado, mas somente a sintese da parede celular parece ser afetada, como resultadc do
distOrbio da sintese e/ou deposicac de guitina (Van Parijs et al., 1992).

Varias outras proteinas de plantas que se ligam a quitina apresentam propriedades
fungicidas. © primeiro grupo € o das merolectinas, que se ligam a quitina, constituido de
pequenas proteinas compostas de um dominio simples de ligagdo a quitina. A heveina, uma
pequena proteina purificada do latex da seringueira (Hevea brasiliensis) apresentou atividade
fungicida comparavel a lectina de urtiga, sendo proposto que as propriedades fungicidas da
UDA e da heveina estejam relacionadas com o pequeno tamanho destas moiéculas (Van
Parijs et al., 1991).

Qutras proteinas do mesmo grupo, como, por exemplo, as tioninas gue se ligam 2
quitina, foram capazes de inibir o crescimento de bactérias gram positivas e negativas,
fungos, células de mamiferos e insetos (Florack & Stiekema, 1994). Recentemente, outro
peptideo antimicrobiano, com dominio de ligag8o a quitina, foi purificado de folhas de Ginkgo
biloba (Huang et al., 2000). Este peptideo mostrou inibir o desenvolvimento de quatro fungos
fitopatogénicos, Pellicularia sasaki, Alternaria alternata, Fusarium graminearum e Fusarium

moniliforme.
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WGA também inibiu o crescimento de fungos do género Fusarium. A ligagdo de WGA
a parede celular de F. oxysporum e F. graminearum, além de causar inibicdo do crescimento
destes fungos, foi capaz de afetar a integridade da parede celuiar {Ciopraga et al., 1999).

Santiago et al. (2000) purificaram um lectina de sementes de miho {galactose-
especifica), que foi capaz de inibir a germinagdo e crescimento celular do fungo Ustilago
maydis, enquanto Con A {manose/glicose especifica) ativou o crescimento e a germinacgdo
de esporos, sugerindo que receptores contendo sacarideos especificos participem na

regulaco do crescimento e matura¢io de esporos de U. maydis.

4.4. Atividade inseticida das lectinas vegetais

As celulas epiteliais, ao longo do trato digestivo de insetos fitéfagos, estao diretamente
expostas para que retenham ao maximo o alimento, tornando-se assim possiveis alvos para
proteinas de defesa de plantas. Como as glicoproteinas sdo os principais constituintes
dessas membranas, o lado luminal do intestino é literalmente envolto por sitios potenciais de
ligagéo a lectinas presentes na dieta alimentar do inseto. Quando a lectina se liga 2 um
receptor de glicoproteina provoca um efeito deletério local ou sistémico no inseto gue pode
ter seu crescimento retardado ou mesmo morrer (Peumans et al., 1995).

A PHA (fitohemaglutinina) foi a primeira lectina a mostrar propriedade inseticida com
base nos seus efeitos deletérios sobre larvas do bruquideo C. maculatus (caruncho do
feijéo). lronicamente, esta primeira indicagdo do papel protetor das lectinas contra insetos foi

baseado num resultado faiso-positivo, visto que os efeitos observados foram devido 2
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contaminagéo com inibidor de a-amilase (Huesing et al., 1991). Outros estudos indicam que
a lectina de gérmen de trigo (Trlicum aestivum), de iubérculo de batata (Solanum
tuberosum), de sementes de amendoim (Arachis hypogea), de sementes de Datura
stramonium, de arroz {Oryza safiva), de rizoma de urtiga (U. dioica) ¢ de sementes de
Maclura pomifera, tem um efeito inibitdric no desenvolvimento de larvas de C. maculaius
(Murdock et al., 1990; Huesing et al., 1891). Cuiros insetos como, as larvas da broca-do-
milho (Ostrinia nubilalis) e as larvas de Diabrotica undecimpunctata, parecem ser mais
sensiveis as lectinas do que carunchos que se alimentam de grdcs de caupi (Czapla and
Lang, 1990). A lectina de gérmen de trigc (WGA) e a leclina de sementes de Bauhinia
purpurea (BPL) foram letais para larvas neonatas de Ostrinia nubifalis quando incorporadas
na dieta na concentragéo de 2% (Peumans & Van Damme, 1998). Resultados promissores
tém sido obtidos com algumas lectinas ligantes de manose de monocotileddneas. Dietas com
lectinas purificadas de bulbos de Galanthus nivalis e alho (Allium sativum) indicaram que elas
sdo moderadamente ativas contra insetos pragas, como o caruncho C. maculatus e o inseto
do tabaco, a Spodoptera litoralis (Peumans et al., 1995). Mais importante, entretanto, a
lectina de bulbos de G. nivalis, mostrou uma alta toxicidade a insetos sugadores, ndo
somente em experimentos com dietas artificiais, mas também com plantas transgénicas
(Hilder et al., 1995).

Estudos ultra-estruturais tém mostrado lectinas com atividade inseticida por ligagao as
células epiteliais do intestino médio de uma variedade de insetos (Powell et al., 1998),
Técnicas como a microscopia eletronica e a imunofluorescéncia foram usadas para elucidat

o efeito letal, tecidos alvos e sitios de ligagdo da PHA (fitohemaglutinina) no intestino dc
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inseto Lygus hesperus (heterdptero), mostrando uma drastica ruptura do intestino médio e
completo fechamento do ldmen (Habibi et al., 2000).

Harper et al. (1998) verificaram que larvas de O. nubilalis alimentadas com 0,05%
(p/p) de WGA por 72 horas tiveram a formacdo e estrutura da membrana peritréfica
alteradas, 0 que parece ser devido ao rompimento desta membrana, permitindo assim, um
contato fisico do alimento ingerido com as bordas das microvilosidades e eventual cessacéo
da alimentacéo pela larva.

Law & Kifir (1997), no estudo comparativo dos efeitos de duas lectinas manose-
especificas (lectina de amendoim e a lectina de ervilha) sobre o desenvolvimento do
lepidopterc Chilo partelius, verificaram que'as larvas deste inseto, quando alimentadas com
0,5% (p/p) da lectina de amendoim (Arachis hypogaea) tiveram uma redugao de 46,2% no
nimero de individuos. Nesta mesma concentracdo, nenhum efeito foi observado para a
lectina de ervilha (Pisum sativum).

Varias lectinas, na concentragdo de 2%, como BDA (Bryonia dioica aglutinina), GNA
(G. nivalis aglutinina), IRA (Iris hybrid agiutinina), |.OA (Listera ovata aglutinina), e NPA
{(Narcissus pseudonarcissus agiutinina) mostraram reduzir em pelo menos 25% a pupagio e
emergéncia de adultos de Maruca vitrata, um lepidoptero que, na fase larval, & responsavel
por perdas de 20 a 80% de graos de feijao, em condicdes de campo na Africa (Machuka et
al., 1999).

Plantas de batata transgénica, expressando GNA (G. nivalis aglutinina) em niveis de
0,08% do total de proteinas sollveis, mostrou conferir resisténcia ac lepidéptero Lacanobia

oleracea (Bell et al., 1999). GNA também reduziu a sobrevivéncia de ninfas de duas

26



| INTRODUCAQ

importantes pragas do arroz (Nephotettfix virescens e Nilaparvata lugens), quando
alimentadas com arroz fransgénico que expressava esta lectina (Foissac et al., 2000).
Embora seja muito provavel que essa toxicidade seja baseada na ligacdo especifica
de glicoconjugados em algum lugar do intestino médio dos insetos, 0 macanismo exato da
acdo das lectinas nfo € totalmenie conhecido. Trés tipos de interagZo sdo possiveis: (a)
ligagéo lectina-quitina da membrana peritréfica; (b) ligagdo da lectina a glicoconjugados das
células epiteliais ao longo do trato digestivo; e (c) ligacdo de lectinas a enzimas digestivas

glicosiladas (Peumans et al., 1985).

4.5, Efeito das lectinas na agregac¢ao plaquetaria

Plaquetas do sangue humano podem sel; estimuladas por uma variedade de agentes,
entre eles colageno, trombina e adenosina difosfato (ADP). A conseqiiéncia da ativagdo pela
maioria desses agentes € a mesma e consiste na mudanca de forma, na transformacgio de
discoide para esférica, langamento do contelido armazenado na organela, presenca de ions
célcio, agregacédo, sintese de prostaglandinas e outras manifestaces intracelulares (Shattil &
Bennett, 1981). A maioria destes indutores ndo penetra na célula, mas € conhecido que a
membrana plasmatica é capaz de transmitir um sinal para o interior das plaguetas. Isto
envolve a combinagdo do agente indutor com um receptor especifico na superficie da
plagueta (Berndt & Phillips, 1981).

Glicoproteinas da membrana da plaqueta tém sido propostas como receptores para os

agentes indutores (Phillips, 1980). A identificagdo e caracterizacdo destes receptores
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representa, portanto, um importante passo na elucidacéo de eventos na qual estas estruturas
estdo implicadas.

Uma das maiores glicoproteinas de membrana, a glicoproteina lib (GPlib), tem sidc
sugerida ser o receptor para o fator protéico von Willebrand (VWF), presente no plasme
(Nurden & Caen, 1980; Jenkins et al., 1976; Cooper et al., 1979). VWF humano induz in vifrc
a agregacéo de plaquetas na presenga do antibidtico ristocetina (Howard and Firkin, 1971).
da mesma forma que o fator de origem bovina (fator Viil), sem ristocetina (Kirby, 1977).

As lectinas sio potentes indutores da atividade plaguetaria. A aglutinina de germe de
trigo (WGA) atua nas plaquetas de uma maneira similar 3 muitos estimulos fisiologicos
(Ganguly et al., 1979). Assim, WGA imobilizada pode ser usada no isolamento do receptor,
GPilb. Experimentos mostram, entretanto, que o material isolado mostra contaminagéo de
GPllb com outras glicoproteinas de membrana, em particular a glicoproteina la (GPlal
(Clemetson et al., 1977). A relagdo entre a ligagdo da WGA a GPllb e o efeito produzidc
ainda ndo esta totalmente esclarecido. Foi mostrado claramente que a agiutinina de
amendoim (PNA) a agiutinina de soja (SBA) induzem diferentes respostas em plaquetas
tratadas com neuraminidases (Patscheke et al., 1977).

Outras lectinas tém sido analisadas, quantc & sua capacidade de se ligarem a
plaquetas. A lectina de lentitha (Lens esculenta) se liga as plaquetas, mas ndo estimula a
agregacao plaquetaria (Ganguly & Fossett, 1980). A Fitohemaglutinina (PHA) (Majerus &
Brodie, 1972) e a aglutinina de germe de trigo (WGA) (Ganguly & Fossett, 1980} nac

somente se ligam as superficies das plaquetas, mas ambas mediam a secrecgdo e agregacéac

plaquetaria.
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Uma proteina chamada convuixina, isolada e purificada por Prado-Franceschi & Vital
Brazil, em 1981, constituinte do veneno de Crotalus durissus terrificus (cascavel) € uma
potente proteina que causa agregacdo plaquetaria. Ela € muito similar e apresenta
homologia com a botrocetina, uma proteina purificada de veneno de Bothrops jararaca

(Andrews et al., 1989) e com & lectina de veneno da serpente Crofalus afrox, ambas sendo

classificadas entre a familia das lectinas do tipo C.
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il. OBJETIVOS

Este trabalho teve por cobjetivo, fazer um estudo das sementes de Koelreuteria paniculata

{Flor-da-china), com énfase em seu conteldo protéico, no que diz respeito as lectinas. Logo,

preiendeu-se:

H

Isolar e purificar a lectina presente em sementes de Koelreuteria paniculata:

- Realizar a caracterizagéo fisico-quimica desta lectina;

- Determinar a sequéncia do N-terminal e composicdo de aminoacidos;

- Realizar um estudo do papel biologico desta lectina:

a) analisando o possivel envolvimento desta lectina na atividade fungicida;

b) verificar se esta proteina exerce algum efeito no processo de agregacéo plaquetaria;

c) seu papel como uma lectina inseticida em relacdo aos insetos Callosobruchus.

maculatus e Anagasta kuehniella;

d) e sua citotoxicidade em relagdo a células Vero.
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Ili. MATERIAIS E METODOS
1. Material vegetal

Koelrsuteria paniculata, conhecida também como Flor-da-china, ¢ uma espscie
pertencente 2 familia Sapindaceae (Figura 3. E uma planta decidua, capaz de se adaptar a
secas, requer pouca Agua, apresenta um crescimento rapido, tolera solos com baixa
fertilidade, calor & poluigao.

K. paniculata & de origem Oriental, sendo encontrada em abundéncia nos paises
como China, Coréia e Jap8o. Por suas caracterisiticas {ée facil adaptacio, € amplamente
empregada em varios paises do mundo, inclusive no Brasil, como uma arvore ormamental
urbana. A arvore pode atingir alturas entre 8 a 12 metros; apresenta folhas alternas bipinadas
e sua madeira ndo é considerada muito resistente. Sua florescéncia normalmente inicia-se
em junho e prolonga-se até agosto. As vagens das sementes se assemelham a lanternas de
colorac@o marrom-dourado. As sementes s80 pequenas, arredondadas, revestidas por uma
casca de cor marrom € s&o encontradas em nlmero de seis por fruto.

Neste trabalho foram utilizadas semsntes de K. paniculata, coletadas no municipio de

Campinas — S&0 Paulo.
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2. Preparacgao da Farinha

As sementes de K. paniculata, apds serem retiradas dos frutos, foram trituradas em
moinho e peneiradas, até se obter uma farinha com granulagdo fina. Para se retirar o
excesso de Oleo contido nestas sementes, foi realizado um processo de delipidacéo

utilizando hexano. Apds secar a farinha, esta foi entdo submetida ao processo de extragéo.

3. Extracdo de proteina

Proteinas presentes nas sementes de Koelreuteria paniculata foram extraidas com
tampéo fosfato 0,1M, pH 7,6, na relacdo de 1:10 (p/v), sob agitagdo constante durante 12
horas & 4 ° C. Apo6s a homogeneizagio, o material foi centrifugado a 3.000 x g durante 30
minutos, obtendo assim um precipitado que foi descartado, e um sobrenadante denominado

por extrato bruto (E. B.), que foi utilizado nas etapas posteriores de purificacdo da lectina.

4. Determinacao da concentracao de proteina

A concentragdo de proteina foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976).
A concentragdo protéica foi avaliada utilizando albumina sérica bovina como padrdo. O
meétodo consiste de 100 pl da amostra e 2,5 ml do reagente de Bradford. A leitura foi feita

apo6s 10 minutos de reagdo em espectrofotdmetro a uma absorbancia de 595 nm.
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5. Determinacgao da concentragao de proteina por densitometria

A analise densitométrica foi feita utilizando “Sharp-Scanner” para obtengéo da imagen
e programa Image Master 1D-Elite {Amershan Pharmacia, Upsala, Suécia). O gel coradc
com Coomassie Blue teve a area e intensidade de cada banda quantificada usando-se o
mesmos parametros de intensidade, resolugdo, luz, além de possuir uma amostra comc

padrao interno, para que fosse possivel abter vaiores expressos em unidades arbitrarias,

6. Determinacao de carboidrato total

O contelido de carboidrato total foi determinado pelo método descrito por Dubois et al.

(1956). Usou-se glicose como padrio.

7. Atividade hemagiutinante sobre hemaceas humanas e de diferentes

espécies animais

A detecgdo da existéncia de lectinas nas sementes de K. paniculata foi determinada
através de ensaios de hemaglutinagdc. A atividade hemaglutinante foi testada sobre

eritrocitos humanos e de animais (camundongo, rato, cameiro, boi, coelho, cavalo e

hamster).
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7.14. Coleta e preparagio dos eritrécitos

O sangue fol coletado assepticamente ¢ homogeneizado no dobro do volume de
solugdo de Alsever (Bukantz et al., 1946) e centrifugado a 1.000 rpm por 5 minutos, a
temperatura ambiente. Os eritrocitos foram lavados 4 vezes com solugdo NaCl 0,15 M (1:10

viv). Foi preparado entdo, uma suspenséo de eritrocitos a 2% (v/v) em NaCl 0,15 M.

7.2. Determinacao da atividade hemagiutinante

Os testes de atividade hemaglutinante foram realizados em microplacas de 96
orificios, os quais foram preenchidos com 50 ul de salina 0,15 M e, em seguida, acrescidos
50 ul da amostra nos primeiros pogos das fileiras. A amostra foi entdo diluida serialmente,
com agitag@o e transferéncia de 50 pl para o pogo seguinte até o pentltimo pogo da fila.
Terminadas as diluigdes, foram adicionados 50 pl da suspenséo de eritrocitos a 2 % (v/v).

As placas foram mantidas em repouso por aproximadamente 1 hora em estufa a 37

°C. A concentracdo minima (ou maior diluigdo) que permite visualizacdo dos eritrécitos

hemagiutinados foi determinada.

Os pocos que continham somente a suspensdo de eritrocitos serviram como controle.
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8. Métodos de Purificacao

8.1 Cromatografia de Exclus@o Molecular em coluna de Sephadex G-100

O extrato bruto (400 mg) das sementes de K. paniculata foi dissolvide em 5 ml de
tampéo fosfate 0,1M, NaCl 0,1M, pH 7,6, centrifugado e entdo aplicado em uma coluna (60 x
3,0 cm) de Sephadex G-100 previamente equilibrada com tampéo fosfato 0,1M 7/ NaC! 0,1M,
pH 7,6. Foram coletadas fragdes de 3,0 mi por tubo, num fluxo de 30 mi/h, efetuando-se a
leitura das mesmas em espectrofotdmetro, a 280 nm. As fragBes protéicas obtidas foram

analisadas quanto & sua atividade hemaglutinante, através de ensaios de hemaglutinacdo e

perfil eietroforético.

8.2 Cromatografia de Afinidade em coluna de Sepharose-tripsina

A fragao P, obtida na cromatografia de exclus&o molecular, que apresentou atividade
hemagiutinante, foi dialisada, liofilizada e aplicada em uma coluna de afinidade Sepharose-
tripsina. Esta resina foi equilibrada com tampéo fosfato de potassio 0.1M, NaCl 0.1M, pH 7.6
e montada em coluna de vidro (2 x 15 cm). A eluigdo das fragdes proteicas foi feita com o
mesmo tampéao de equilibrio, e a eluicdo do material retido na coluna foi feita com HCI 0,1 M,

num fluxo de 40 mi/hora. A absorbéncia foi acompanhada em 280 nm.
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8.3 Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia/ Fase reversa

Para verificar a pureza do pico eluido da coluna de afinidade, bem como o grau de
hidrofobicidade desta lectina, foi utilizado o sistema de HPLC Waters e coluna C-18 p-
Bondapak analitica. O gradiente utilizado foi um gradiente linear de 0 a 100%, por 60
minutos, de sclugdo de acetonitriia 86% em 0,1% de acido trifluorcacético sob fluxo

constante de 1mi/min. As amostras foram monitoradas a 280nm e em seguida liofilizadas.

9. Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (PAGE-SDS) foi desenvoivida
segundo 0 método de Laemmili (1970). A concentraggo utilizada para o gel de corrida (gel de
separacgdo) foi de 12,5% de poliacrilamida (proporgéo 30:0,8 de acrilamida:bisacrilamida)
preparada em tampao Tris-HCL 0,4M, pH 8,8, contendo 0,2% de SDS, 0,025% de PSA (100
mg/ml) e 0,05% de TEMED, em volume final de 8 mi para cada gel. Apos a polimerizagéo do
gel de corrida, foi preparado o gel superior (gel de aplicagao) para aplicag8o das amostras.
Para sua preparagéo foram utilizados 5% de acrilamida em 0,1M de tampé&o Tris-HCl, pH 6,8,
contendo 0,5% de SDS, 0,025% de PSA (100 mg/ml) e 0,1% de TEMED, em um volume final
de 2 ml.

Preparados os géis, a eletroforese em SDS-PAGE foi realizada em um sistema duplo
de placas SE 250 Mighty Small (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA).

As amostras foram dissolvidas em tampao de amostra (tamp&o Tris/HCI 0,08 M, pH

6,8, contendo 10 % de glicerol, 0,002 % de bromofenol e 2 % de SDS). Para a preparagao
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das amostras reduzidas foi empregada uma solugdo de 1,0 M de ditiotreitol no mesmo
tampao. A corrida eletroforética foi realizada em temperatura ambiente, em tampéao Tris/HCI
0,025M, glicina 0,18M. pH 8,3, contendo 0,1% (miv) de SDS, com duragio de
aproximadamente 2 horas, sob corrente de 30 mA.

A coloragéo da placa, apds a corrida foi feito em uma solugdo de Coomassie Blue R-
250 0,25 % dissolvido em metanol, dcido acético e agua destilada (4:1:5; viv:v) durante duas
horas. A remogéo do excesso de corante para melhor visualizagdo das bandas de proteinas

foi efetuada por lavagem numa solucio descorante, contendo metanol, acido acético e agua

destilada (4:1:5; viviv).

10.Determinacao da massa molecular relativa

A massa molecular relativa da lectina foi determinada usando-se uma coluna de
Superdex G-75 (sistema de FPLC), equilibrada com tamp&o bicarbonato de aménio 0,1 M,
pH 8,0, num fluxo constante de 0,3 ml/min. A coluna foi previamente calibrada com proteinas
de massa molecular conhecidas, como: g-amilase (200 kDa), alcool desidrogenase (150
kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), anidrase carbénica (29 kDa), tripsina (24 kDa) e
citocromo C (12,4 kDa), sendo possivel assim, obter uma curva de calibrag3o. Através desta

curva foi possivel determinar a massa molecular relativa de KpLec. As amostras foram

monitoradas a uma absorbéncia de 280 nm.
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11.Analise de aminoacidos

A andlise de aminoéacidos foi feita em um analisador Pico-Tag (Waters system), onde a
identificacdo dos aminoéacidos das proteinas foi feita através da cromatografia em HPLC do
derivade feniltiocarbamil (PTC) do aminoacido, proveniente da derivatizagdo com
fenilisotiocianato dos aminoéacidos, obtidos através de hidrdlise acida. Um nanomol da lectina
purificada foi hidrolizada em HCI 6 M, fenol 1% a 106 °C por 24h. Os hidrolizados foram
incubados com 20 ul de solugéo fresca de derivatizagdo (metanol: gua: trietilamina (2: 2: 1,
v/v) por 1 hora a temperatura ambiente. Depois da derivatizagéo, os PTC aminoacidos foram
identificados em sistema de HPLC, usando coluna C 18- Bondapack em cromatografia de
fase reversa com gradiente linear de 20,5 minutos de 0 a 100% de acetonitrila (60%). A

identificacdo de cada aminoacido foi feita em relagdo & uma corrida padréo de PTC

aminoacidos.
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12. Determinacéo da Estrutura N-terminal

12.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida e transferéncia

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada em condi¢des desnaturantes, de
acordo com o descrito por Laemmii (1970). O material foi separado em um gel PAGE-SDS 3
12,5%, sendo a separacéo eletroforética realizada a 15 mA em sistema de miniplacas Hoefer
SE 250. Apos a corrida, foi realizado a eletrotransferéncia de Kplec para uma membrana de
PVDF(polivinildilenodifiuoreto), usando uma corrente de 400 mA por 60 minuios sob
resfriamento & 10 °C. O tampédo de transferéncia foi preparado com 2,2 g de 3-ciclohexil-
amino-1-acido propanosulfonico (CAPS) em 900 m! de agua, sendo titulado a pH 11 com
NaOH 2 N e o volume final elevado a 1 L. com 100 mi de metano!. Ao final da transferéncia, a
membrana foi corada com Comassie biue R-250 por 2 minutos e descorada em solugéo

descorante, para evidenciamento das bandas protéicas. O material de interesse foi

selecionado para posterior seqiiéncia.

12.2. Procedimento da Segqiiéncia

A sequéncia direta do N-terminal foi feita com a transferéncia da proteina da
membrana de PVDF para o seqlenciador automatico Procise. Os aminoacidos fenildantoina
(PTH) foram identificados pela comparacéo de seus tempos de retengdo com aqueles 20
aminoacidos padrées. Peptideos contendo "*C-CM-cisteina foram monitorados para detectar

a radioatividade usando um cintitador (Beckman model L-250).
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13.Caracterizacao Fisico-Quimica de Kplec

43.1. Ensaio de inibicio da atividade hemaglutinante por Carboidratos

Os carboidratos utiiizados para o ensaio de inibigdo da atividade hemaglutinante
foram: D-Frutose, D-Galactose, D-Galactosamina, D-Glicose, D-Glicosamina, D-Lactose, D-
Maltose, D-Manose, D-Sacarose, D-Rafinose e N-acetil-D-glicosamina, todos adquiridos da
Sigma Chem. Co., USA.

Em piacas de microtitulagdo foram adicionados acs pogos da colunai; 50 pl do
carboidrato em concentragdes iniciais de 100 mM. Aos pogos da segunda coluna, foram
acrescentados 50 pl de NaCl 0,15 M e 50 ul da solugéo de carboidrato. Em seguida foi feita a
diluigdo serial dos carboidratos, a partir da segunda coluna, ate o tltimo pogo.

Acrescentou-se, logo apds, 50 ul de KpLec em uma concentragdo de 100 ug/ml em
todos os pogos. A placa foi deixada em repouso por 30 minutos e, em seguida, adicionou-se
50 ul de uma suspensao de eritrécitos de rato a 2% (v/v). As placas foram incubadas a 37°C
por 1 hora. O controle negativo constou de 50 ul da suspensé&o de eritrocitos e 50 ul da
solucdio de carboidrato 100 mM. O controle positivo continha 50 pl de KpLec e 50 ui de

suspenséo de eritrocitos.
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13.2. Inibicao da Atividade hemagiutinante por Agentes guelantes

O requerimentc de cétions divalentes para a atividade da lectina foi primeiramente
investigado acrescentando-se EDTA {quelante inespecifico de Ca®*, Mn®*, Mg®") a0 ensaic

de hemaglutinacdo. EGTA foi utilizado depois para verificar se a atividade da lecting ¢é

dependente especificamente de ions calcio.
Na placa de microtitulacdo 50 ul de EDTA ou EGTA (25 mM) foram acrescentados aos
primeiros pogos e diluidos serialmente em salina 0,15 M. A lectina foi adicionada ne

conceniragéo de 100 ug/mi. Incubou-se por 30 minutos e em seguida foi colocado 50 ul de

hemaceas de rato a 2% {(viv).

13.3. Inibi¢do da atividade hemaglutinante por Agentes redutores

A lectina foi incubada com uma solucio de uréia (8 M) ou DTT (10 mM) durante a
noite, a 25 °C. Foram feitos os controles da hemaglutinacéo (lectina sem tratamento, salina e
hemacea), das solugGes de uréia e DTT (50 pul da solugao de uréia 8 M ou DTT 10 mM, 50 pl

de salina e 50 pl de hemaceas a 2%) e do sangue (50 ul de salina e 50 pyl de hemaceas 3

2%).
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13.4. Inibigdo da atividade hemaglutinante por enzimas proteoliticas

A lectina foi incubada com Proteinase K (100 ug/ml} ou tripsina (500 ug/mi} & 37 °C por
1 hora. Logo apss, realizou-se o teste de hemagiutinagdc para se verificar se a proteina
manteve sua atividade. Foram feitos os controles das enzimas (50 pl da solugdo de
proteinase ou tripsina, 50 ul de salina ¢ 50 ul de hemaceas a 2 %), do sangue (50 ut de
salina e 50 ul de hemaceas a 2 %) e da hemaglutinagéo (50 ul da lectina sem tratamento, 50

ul de salina e 50 pl de hemaceas a 2 %).

13.5. Efeito do pH na atividade hemaglutinante

Para verificar-se o efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante, a lectina foi tratada
com diferentes pHs, variando de 2 a 14, a 37 °C por 1 hora. Apés incubagéo, os pHs foram
ajustados para as condi¢bes do ensaic de hemaglutinagao. Foram feitas triplicatas para cada
valor de pH, sendo determinado & média dos valores obtidos e o desvio padréo para cada

um deles.

13.6. Efeito da temperatura na atividade hemaglutinante

A lectina foi submetida a uma variagdo de temperatura (37 a 100 °C), com o objetivo
de avaliar o efeito da temperatura na atividade hemaglutinante. Apés incubagéo por 30

minutos em cada temperatura, a eficiéncia da atividade hemaglutinante foi avaliada através
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de ensaio de hemaglutinagdo. Foram feitas 3 repeticbes para cada temperatura, sendc

determinado o desvio padrio para cada temperatura.

13.7. Tratamento com Metaperiodato de sédio {NalO4)

A lectina (100 pg) foi dissolvida em 1 mi de tamp&o acetato de sédio pH 5,5, e junto s
esta solugédo foi adicionado o metaperiodato de sédio 10 mM (2,45 mg). Incubou-se por 10
min, no escuro, & temperatura ambiente. Esia solugdo, lectina e metaperiodate, foi entdo
dialisada contra salina 0,15 M por 24 horas. ApOs a didlise, ajustou-se o pH e entdo se

realizou o ensaio de hemagiutinagio. O experimento foi realizado em triplicata.

13.8. Tratamento com TFMS (acido Trifluormetanosulfénico) e Anisol

Iniciaimente, foi preparade a mistura dos reagentes TFMS (740 wl) e Anisol (370 wi)
responsaveis pela deglicolisagdo. A lectina foi entdo adicionada a esta mistura (100 pg) e
incubada em banho de gelo, durante 2 horas. Apds este periodo, este material foi dialisado

contra salina por 24 horas. Ajustou-se o pH e entio foi feito o ensaio de hemaglutinagio em

triplicata.

44



. MATERIAIS E METODOS

14. Efeito na agregacao plaquetaria

Para este ensaio foi coletado sangue de voluntarios sadios, que n&o fomaram
medicamentos por 15 dias. O sangue foi colocado em tubos plasticos contendo citrato de
sodio 3,8% (1:10 viv), e centrifugado a 200 x g por 15 minutos a 25 °C para obtengéc do
plasma rico em plaquetas (PRP), enquanto que o plasma pobre em plaquetas (PPP) foi
obtido centrifugando-se o sangue remanescente a 900 x g por 15 minutos, a 25 °C.

Apos a centrifugagio, as plaguetas (50pl) foram incubadas em tubos de eppendorf,
com 950 ! de oxalato de amonio 1% por 10 minutos {para fixagio) e a contagem de

plaguetas foi feita em camara de Neubauer, e foram ajustadas para 3 x 108 plaquetas/ml.

14.1. Medida da Agregacao Plaquetaria

A medida da agregacéo foi realizada usando agregémetro de dois canais. Para o PRP
o aparelho foi calibrado contra PPP, que apresenta 100% de agregagéo, determinando um
pico méximo de agregagdo. O PRP representa 0% de agregagéo, determinando uma linha de
base, sendo possivel determinar uma ampiitude para o registro de agregagbes deste plasma.

Uma suspensédo de PRP (500 pl) foi mantida sob agitacdo constante (900 rpm) no
agregémetro em cubetas a 37 °C, e entdo foram estimuladas por colageno (8 ug/ml) ou
ristocetina (1mg/mi).

Apds o registro da agregacao estimulada por estes agonistas, a solugdo de lectina foi

adicionada a uma outra suspenséo de plaguetas, na auséncia e presenca destes agonistas.
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15.  Efeito da lectina no crescimento de fungos

Saccharomyces cerevisiae foi obtido do Departamento de Biologia, Universidade
Federal do Ceara, Fortaleza, CE. Fusarium oxysporum e Colletotrichum lindemuthianun
foram fornecidos pela CNPF/EMBRAPA, Goinia, Géias.

Para examinar o efeito da lectina no desenvolvimento dos fungos, 200 u! de células de
S. cerevisiae e 2 x 10* esporos de F, oxysporum e C. lindemuthianum em meio Sabouraud
foram colocados em placas de microtitulacsio a 28 °C e em seguida adicionou-se a solugéo
de lectina (100 pg/mi}). O experimento foi monitorado por leitura optica em espectrofotémetro
a 660 nm, no tempo zero ¢ a cada 6 horas, seguindo até 60 horas. Um controle, sem a
adicdo da proteina, também foi usado. As leituras foram feitas contra um branco contendo
somente meio de cultura. Depois de 80 horas, as céluas foram separadas do meio de
crescimento por centrifugagdo (3.000 x g), lavadas uma vez em Tris-HCl 100 mM, pH 8,0
para remover o excesso de meio e observadas em microscépio (400 X). Todo o experimento

foi feito em ftriplicata e a avaliagdo das leituras, os erros padrbes e coeficientes de variacéo

foram calculados.

16. Criacao dos insetos

16.1. Criacdo do Inseto Callosobruchus maculatus e preparacao das sementes
artificiais

O inseto C. maculatus & uma espécie pertencente & ordem Coleoptera, da Familia

Bruchidae, cuja culiura ¢ mantida no Departamento de Ciéncias Naturais, do Ceniro
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Universitario de Trés Lagoas, da Universidade Federal de Maio Grosso do Sul, no
Laboratério de Purificagcdo de Proteinas e suas Funcgdes Bioldgicas (LPPFB).

Esta cultura é realizada da seguinte maneira: os bruguidecs so mantidos em frascos
de vidro transparentes, de boca larga, fechados com tampas metalicas perfuradas contendo
sementes de Vigna unguiculata (feijao-de-corda). Estes frascos s&c maniidos em uma
camara incubadora com umidade relativa de 65-75% e temperatura de 28-30°C. A cada
geracdo faz-se a infestagdo de novas sementes com fémeas de dois dias de idade apos a
emergéncia, com um periodo de postura de 1 dia. Apés um periodo de aproximadamente 30
dias, uma nova gera¢io de insetos é obiida.

As sementes artificiais foram preparadas pela mistura de farinha de feijdo (V.
unguiculata) e diferentes concentragbes da lectina. Estas incorporagbes foram empregadas
nas concentragdes de 0,25%, 0,5% e 1,0% de proteina. A mistura da farinha com as fragGes
foi comprimida em prensa manual e oferecida as fémeas de C. maculatus com dois dias de
emergéncia, para oviposigdo. Apds 24 horas de infestagéb, 0s insetos e 0s ovos que
excediam a quatro foram retirados. Para cada concentragdo de proteina, foram feitas 6

repeticdes, com 4 ovos em cada. Depois de 20 dias, os ovos foram abertos e analisados

quanto ao numero de larvas e seu peso medio.

16.2. Criacéo do inseto Anagasta kuehnieila e preparagao da dieta artificial

O inseto A. kuehniella é uma espécie pertencente & ordem Lepidoptera, da Familia

Pyralidae, cuja cultura também € mantida no LPPFB.
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Esta cultura é realizada da seguinte maneira: as mariposas sZo mantidas em caixas
plasticas, fechadas com tampas plasticas perfuradas, contendo 8 partes de farinha de trige
integral, 2 partes de germe de trigo integral, 1,9 partes de farelo de trigo integral e 0,1 parte
de levedo. Estas caixas s3c mantidas em uma sala de criaggo com umidade relativa (65 -
75%) e temperatura (28 °C) controladas.

A dieta artificial foi preparada pela mistura de farinha de trigo integral, germe de trige
integral, farelo de trigo integral e levedo (8: 2: 1,9: 0,1) a duas diferentes concentrages da
lectina (0,.5% e 1,0%). Foi feita também uma farinha controle, sem = presenga de lectina.
Para cada concentracéo de proteina, foram feitas 6 repeticOes, com 5 ovos em cada.

Apos 24 dias, os experimentos foram analisados quanto ao nimero de larvas e seu

peso médio.

17.Preparagédo das culturas celulares

Células Vero (células de rim de macaco verde africano) foram rapidamente
descongeladas em banho a 37 °C e transferidas para uma garrafa contendo MEM (meio
minimo essencial e Eagle) suplementado com 10% de soro fetal bovino (SFB) e 1% de
solugdo de antibidticos (penicilina 1.000 U/mi — estreptomicina 250 ug/mil), mantidas em
estufa a 37 °C até a confluéncia da monocamada. Apos este periodo, foi descartado o meio
de culiura das garrafas. A monocamada foi lavada com solugdo de Hank's e desfeita com
adicdo de ATV (associagdo tripsina-Versene). As células foram ressuspensas em MEM

acrescido de 10% de SFB e 1% de antibiéticos, para uma concentragdo de 2,5x10° céiulas/ml
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e transferida para placa de 96 orificios, adicionando 0,1 mi da suspenséo celular/orificio. A

placa foi incubada a 37 °C em estufa com atmosfera de 5% de COzdurante 24 horas.

417.4. Teste de Citotoxicidade

A atividade citotéxica da lectina foi avaliada em células Vero, segundo a metodoiogia
descrita por O'Brien et al. (1887). Apds formagio da monocamada celular o meio de cultura
da placa foi dispensado. Kplec (500 ug) foi diluida em 0,1 mi de meio MEM coniendo 1% de
solucdio de geniamicina {10 mg/ml) e adicionada ac orificio da placa contendo =
monocamada celular e a partir daf diluida serialmente. A placa foi incubada em estufa a 37
°C com 5% de CO,. Foram realizadas leituras diarias em microscépio invertido (Axiosvert—
Zeiss) por 24 horas. Foi considerado como positivo a reciproca da maior diluicBo da amostra
que provocou citotoxidade. Foi utiizade como controle negativo, células vero sem a

incubacio com a lectina.
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IV. RESULTADOS

1. Cromatografia em Coluna Sephadex G-100

O perfil cromatografico do exiratc bruto (E.B.), que foi submetido & cromaiografia de
exclusdo molecular em coluna Sephadex G-100, mostra trés picos de proteina bem distintos
(Figura 4). ApGs ensaios de hemaglutinagdo foi verificado que somente o segundo Dico

apresentou atividade hemaglutinante, o qual fol denominado por Pii.

Z

Absorbancia 280 nm

Fracdss

Figura 4 - Cromatografia em Sephadex G-100 do sextrato bruio das sementes de K.
paniculata. Coluna (3 x 60 cm) equilibrada com tampéo fosfato 0,1 M, NaCi 0,1 M, pH 7.6,
Fragbes de 3 mlftubo num fluxo de 30 mi/hora & temperatura ambiente. (—), fragcao com
atividade hemagiutinante.
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2. Cromatografia em coluna de afinidade ~ Sepharose-tripsina

A fracao Pll foi dialisada, liofilizada e submetida a uma cromatografia de afinidadse em
uma coluna de Sepharose-tripsina (2 x 15 cm). Trés picos de proteinas foram observados em
seu perfil cromatografico, dois picos antes e um lerceiro apbs a eluigio com HCI 0,1 N,

Somente o segundo pico apresentou atividade hemaglutinante, sendo dencminado Lec-ST.

1.4
= 1.2 ~
. - : Lec-S7
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C g ]
$ Y
25 31 37 43 49
Fragtes

Figura 5 - Cromatografia em Sepharose-Tripsina da fragdo Pl Coluna (3 x 80 cm)
equilibrada com tampao fosfato 0,1 M. NaCl 0,1 M, pH 7.8. Fragles de 3 miftubo num fluxe
de 30 mi/hora a temperatura ambiente. (—), fracao com atividade hemagiutinante.
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3. Cromatografia Liguida de Alta Eficiéncia/ Fase Reversa

A fragdo denominada Lec-ST fol dialisada, liofilizada e submetida 2 uma coluna C-18
p-Bondapak analitica em sistema de HPLC (Watlers). Foi observado somente um pico
principal com atividade hemaglutinante, eluido com aproximadamente 75% de acstonitriia, o

gual fol denominado Kplec.
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Figura 6 - Perfil cromatografico em HPLC de fase reversa da fracdc Lec-ST da coluna de
Sephorose-Tripsina. Coluna C-18 uBondapack (7,8 x 300 mm, 125 &) equilibrada com TFA
0,1% (solvente A). Elui¢do feita com um gradiente linear de 0 a 100% de Acetonitrila 80%
(solvente B) a um fluxo de 2 mi/minuto. O pico indicado pela seta apreseniou atividade
hemaglutinante, sendo eiuido aproximadamente aos 44 minutos em 75% do solvente B.
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4. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na presenca de SDS

A figura 7 iHlustra um gel de eletroforese em poliacrilamida 12,5%, na presenga de
SDS, que mostra as fracbes obtidas nas etapas de purificagio e isolamento da lectina de K.
paniculata. A lectina (KpLec) apresenta duas subunidades de peso molecular aparente de 22
s 44 kKDa. Quando submetida a tratamento com DTT, a subunidade de 44 KDa praticaments
desaparece, indicando que grande parie desta subunidade ficou na sua forma monomerica

(22 kDa).

M & B c Eo) E

Figura 7 — Eletroforese em PAGE-SDS (12,5%) das fragBes obtidas das stapas de
purificacéo. (M) Marcadores de peso molecuiar; (A) Extrato Bruto; (B) Fragao Pl (C) LEC-
ST; (D) Kplec; (E) Kplec na presenga de DTT.
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2. Determinacio da massa molecular relativa

Alraves da curva de calibragBo com proteinas de massas moieculares conhecidas, o
possivel determinar a massa molecular relativa de Kplec. O céleulo da massa relativa (Mr)
fol realizado atraves do grafico de logMr x Ve/Vo, onde Ve & o volume de eluicio da proteina
e Vo (Void) € o volume de exclus@o do azul de dextrano (Figura 8). Assim, o tempo de

retencdo da lectina fol correspondente a uma massa molecular de 22 kDa.

1000 5
_ Bete-amilase (200 kDa)
= s Alcoul desidrogenase (150 kDa)
2 100 - - -
3 Albumina (65 kDa) Anidrass Carbnea (29 kDa)
& R 2= Tripsina (24 kDa)
= . B
= Chacramoe G (12,4 kDa)
o Kplec (22 kia)
@ 10 4
O
ﬂ.‘ £
* - : : - - :
1.0 1.1 1.2 1,3 1.4 1.5 1.8 17 1.8 1.8 20

Vea/No

Figura 8 — Determinagdo da massa molecular de Kplec em coluna de Superdex G-75 (1 x 60
cm), sistema FPLC, equiliorada com tamp&o bicarbonato de aménio 0,2 M pH 8,0, sob um
fiuxo de §,3 mifminuto.
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8. Analise densitométrica

De acordo com os resultados da densitometria (Fig. 8), podemos observar gue a
concentracio protéica da subunidade de 22 kDa (pista 1) perfaz 94,52% do total da proteina,
e que a concentragio restante, somente 5,48% faz parte da subunidade maior (44 kDa). A
pista 2, mostra Kplec na presenga de 0,1M de DTT. Pode-se perceber que houve uma

redugdo de 88% da subunidade maior em sua forma monomerica.

®ha
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4%
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[
Pista | Banda | Volums Area Banda
1.0.D5 | (mm% (%)

1 A 547 19 2,232 548
2 G448 74 5,888 94,52

2 C 3525 184 0,66
o 5287 .06 4 S0 24

Figura @ — Anélise densitométrica de Kplec sem a presenca de DTT (Pista 1) e com &
presenca de DTT (Pista 2).
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7. Andlise de Aminosacidos

Os resultados da analise da composigao de aminoécidos sio apresentados na Tabela
1. A mstodologia empregada ndo detscia residuos de triptofanc. A andlise dos aminoacidos

evidenciou uma maior ocorréncia de aminodacidos hidrofdbicos.

Tabela 1 - Composigac de aminoécidos de Kplec.

Asx 51 11,19
Gix 37 8,50
Ser 22 5,26
Gly 38 10,08
His 5 1,17
Arg 14 3,76
Thr 21 5,19
Ala 20 5,14
Pro 23 7.72
Tyr 13 3,84
Val 28 5,86
Met g 2,59
Cys 5 .89
e 25 5,85
Leu 33 8,21
Fhe 27 5,87
Lys 26 8,78
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8. Determinagdo da Estrutura N-terminal

A Tabela 2 Husira a seqUéncia N-terminal de Kplec. A pesquisa no banco de dados
das proteinas com seqliéncias ja determinadas mostrou homologia da proteina Kplec com
outras lectinas vegetais, como: Urtica dioica aglutinina (UDA) (Lerner & raikhel, 1892} a
lactina da casca de Robinia eudoacacia (LECRPAT) (Van Damme et al,, 1895); a lectina de
Cladrastis lutea {LecCiAla) (Van Damme et al,, 1985) e a lectina de sementes de Labumum

alpinum (LEC1-LABAL) (Konami et al., 1991 ).

Tabela 2 — Segliéncia N-terminal de Kplec

Lectina Seqgliéncia

KpLec QKKICSIQIQICK] ITHICQPIN -F ICCBK | |-G
UDA QR -ICGISIQGGGIGTIC - PALWCCSI W -G
LECRPAl TIGSILISIFISFIPKIFIA - -IPINQP YL IFQRD
LecCiAlx SDISLISFTIENNFPR - -PNSEDLIIFQKD
LEC1-LABAL LINELISFNFDKFV - -PNGQN N LIFQGV

9. Dosagem de Carboidrato

De acordo com o método descrito por Dubois et al. (1956), verificou-se que KpLec €

uma glicoproteina, e que apresenta aproximadamente 14% de carboidrato.
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10. Atividade hemaglutinante sobre hemaceas humanas e de diferentes espécies
animais

A atividade hemaglutinante do exirato bruto (Img/ml) de K. paniculata foi avaliads
utilizando-se suspensdes de heméceas humanas (sistema ABO) e de diferentes grupos
animais (camundongo, ratc, carneiro, bovino, hamster e coelho).

O exirato bruto (E.B.) hemaglutinou todas as heméceas humanas do sistema ABO em
titulos variados, mostrando nZo apresentar especificidade somente para um determinado
grupo {Tabela 3.

O E.B. tambeém hemaglutinou as hemaceas de roedores, ovinos, bovinos e eqliinos,

mas mostrou-se incapaz de hemaglutinar as hemaceas de hamster (Tabela 3}

Tabela 3 - Atividade hemaglutinante de KpLec sobre diferentes eritrocitos.

Humano tipc A

Humano tipo B
Humano tipo AR
Humano tipc O
Camundongo
Rato

Carneiro

Cavalo

Bovino

o B O o ot Y oo

Hamster
Coelho 2

" Titulo & definido como a reciproca da maior
diluic8c capaz de apresentar hemaglutinacae,

58



V. RESULTADOCS

PR

41. Agao inibitdria de ac(icares sobre a atividade hemaglutinante

A Tabela 4 mosira o efeito da acio de véarios carboidralos sobre a atividade
hemaglutinante de Kplec, em eriirécitos de ratos.

N-acstilglicosamina (0,08 mM) foi o que mais exerceu atividade inibitéria. glicose,
glicosamina, lactose & galactosamina também inibiram a hemaglutinacdo numa concentragaoc

de 0,19 mM.

Tabela 4 - Efeito de carboidratos sobre a atividade hemaglutinante.

N-acetilglicosamina 0,08
Glicose 0,19
Glicosamina 0,18
Lactose 0,19
Galactosamina 0,19
Galactose 0,78
Manose 0,78
Rafinose 0,78
Sacarose 0,78
Maitose 1,56
Frutose 3,12

*OMl, € a concentracdo minima de carboidrato
capaz de inibir a atividade hemaglutinants
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12.Efeito do DTT ¢ Uréia na atividade hemaglutinante

Amostras de KplLec (100 ug/mi) foram incubadas com DTT e uréia por 12 horas &
25 °C, nas concentragbes de 10 mM e 8 M, respectivamente. Verificou-se que ¢ DTT, nestas
condigSes, ndo afetou a atividade da lectina. Quando submetida ao tratamento com uréia, 2

atividade hemaglutinanie fol completamente perdida.

13. Efeito do EDTA e EGTA na atividade hemaglutinante

Amostras de Kplec (100 ug/ml) foram incubadas com EDTA (25 mM) e EGTA (25
mM} como descrito anteriormente. Quando incubada com EDTA (quela Ca*", Mg®*, Mn®") a
lectina teve sua ag@o inibida completamente a partir de 12.5 mM. Na presencga de EGTA

(queia Ca®"), ndo houve inibicao da atividade hemaglutinanants.
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14.Estabilidade térmica de Kplec

A Figura 10 mostra o efeito das diferentes temperaturas na atividade hemaglutinante
de Koplec (100 ug/mi}, incubada por 30 minutos as temperaturas de 37, 40, 50, 60, 70, 80, 90
= 100°C, Verificou-se que esta lectina & bastanie estavel, e somente a partir de 80°C a

atividade sofreu um decréscimo considerave, perdendo totalmente a atividade a 100 °C.

< 100 -
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E 80 -
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= 60 -

o

£

S 40-

3

s 20

z

=

= O - , ; ; ; ;

2 : .

37 40 50 60 70 80 90 100

Temperatura {°C)

Figura 10 - Efeito da temperatura na atividade hemaglutinante de Kplec (100 ug/mi).
Atividade hemaglutinante determinada apds 30 minutos de incubagdo nas referidas

temperaturas.
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15.Estabilidade de Kplec em relagéo ac pH

A lectina {100 ng/mi) fol submetida a diferentes valores de pH (2 & 14), de acordo con
o metode descrito anteriormente. Esta proteina mostrou-se estavel em uma ampla faixa de
pH (5-10), sendo muito sensivel a valores extremos (pH 2; 3; 4; 12 e 14), onde 2 atividade ¢

completamente perdida (Figura 11).

100 -

80 -

40 -

20

Atividade hemaglutinante (%)

-]

12 14

Figura 11 - Efeito do pH na atividade hemaglutinante de KpLec (100 ng/ml). Atividade
hemagiutinante da lectina verificada apds 30 minutos de incubagio com pHs variando de 2-
14. A atividade de KplLec foi mantida entre os pHs 5 & 10.
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16, Efeitc das enzimas proteoliticas na atividade hemaglutinante

O tratamento de KpLec (100 ng) com 100 ul de proteinase K {100 pg/mi} & 37°C por
30 minutos, fez com que lectina perdesse completamente sua atividade hemaglutinante. O
mesmo resultado foi observade quando KpLec (100 ug) foi incubada com 100 ul de tripsina
(500 pg/mi) por 30 minutos, a 37 °C. Assim, podemos conciuir que10 ug de proteinase K e 50

ug de tripsina foram suficientes para fazer com que Kplec (100 pg) perdesse sua atividade.

17.Efeito do Metaperiodato de sddio (NalO4)

Metaperiodato de sbédio é um agente oxidante gue destroi aglicares que contenham
grupos hidroxilas n&o substituidos (Rupp et al, 1985). Seguinde o método descrito
anteriormente, a lectina foi tratada com metaperiodato e depois fol feito o ensaic de
hemaglutinagdo. De acordo com o ensaio, foi possivel verificar que o metaperiodaio de sodio
(10 mM), incubado com KplLec (100 u) por 10 minutos, no escurg, & temperatura ambiente,

nao foi capaz de exercer efeito inibitério na atividade hemagiutinante,
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18.Efeito do TFMS e Anisol
Da mesma forma que o Metaperiodato de sédio, a incubacdo dos reagenies
deglicosiiantes, TFMS {740 ul} e Anisol (370 ul) com Kplec (100 ug), por duas horas, em

banho de gelo, nZo afetou a atividade hemaglutinante.

19.Efeito na agregacdo plaquetaria

iniciaimente foram inseridos 10 ul de Kplec (50 nug) em PRP e n3o foi observada
nenhuma atlvidade agregante da lectina. Foi entdo dobrada 2 concenfragdo de Kplec {100
ugy em PRF, e mesmo assim, ndo houve agregacdo (canal Z). Aos 4 minutos, guando foi
adicionado a este canal ¢ agonista ristocetina (8 ug), houve a agregacac plaguetaria,
mostrando que a leclina isolada, ndo & capaz de induzir ou inibir a agregacdo. O canal 1

representa um confrole, PRP sem KplLec, contendo socmente o agonista (Figura 12).

H Tem pc: {m;r; $ %g}

Figura 12 - Perfil da agregacio plaguetaria. Canal 1: PRP sem Kplec. Canal 2: PRP com
KpLec (100 ug). O agonista ristocstina (8 ug) foi inserido nos canais apds 4 minutos de
observacao.
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20.Efeito de Kpl.ec no desenvolvimento de fungos
De acordo com a metodologia descrita anteriormente, verificou-se que esta lectina nao
axerceu atividade inibitéria no crescimenio e desenvolvimentc dos fungos testados, C.

lindemuthianum, F. oxysporum e S. cersvisias, como mostra as Figuras 13 ¢ 14

Figura 13 — Fotomicrografia apds 60 h de incubagéo de KplLec com os fungos.
Aumenio de 400X para os fungos filamentosos (. findemuthianum e F. oxysporum} e 830X para levedura
{S. cergvisiae). {A) C. lindemuthianum + Kplec; {8} C. lindemuthianurm;, {C} F. oxysporum + Kplec,

DY F. oxysporury; (E) 8. cerevisiae + Kplec, {F) 8. cersvisiae
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Abs. 660 nm

0 14 20 26 38 44 50 62
Tempo ()

Figura 14 - Efeito de KplLec (100 ug/mi) sobre o crescimento dos fungos apés 60 horas de
incubacao. —&— C. lindemuthianum, ~°— Clindemuthianum + KplLec, —8— F. oxysporum,
— F.oxysporum + Kplec, —e— S, cerevisiae, —<0— 8. perevisiae + KplLec.

2%, Citotoxicidade em culturas de céiulas

A citotoxidade de KplLec foi examinada frente as células Vero (provenientes do rim de
macaco verde africano), o qual demostrou elevada sensibilidade ao teste de atividade
citotoxica. Os resultados mostraram alteracBes morfologicas caracteristicas, tals como
arredondamento celular e descolamento do tapste celular (figura 15). Foi possivel observar o
efeito citopatico até a concentrag@o de 82,5 ug de proteina, em um tempo minimo de 4
noras. Ate o final das 24 horas (tempo maximo observado), n3o havia sido cbservado morte

total das células.
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Figura 15 - Fotomicrografia do efeito bioldgico produzido por Kplec em celuias Vero.
Aumenio 200x. (A) Controle Celular {células Vero}, (B) Efeito produzido por Kpl.ec apds 4
horas de incubacio.

22, Atividade inseticida de Kpl.ec sobre C. maculatus

Para se investigar o efeito de KpLec no crescimento e desenvolvimento de larvas de
C. maculatus, nés examinamos larvas de 20 dias, que se desenvolveram em sementes
artificiais contendo somente farinha de feijdo (V. unguiculata) e larvas que se desenvolveram
em sementes artificiais contendo trés diferentes concentracdes da lectina (0,1%, 0,5% e
1,0%). O nimero de individuos de C. maculatus foi mais efetivamente reduzido com 1% de

KpLec, onde podemos observar uma reducdo de 55% na populago do bruquideo (Fig. 16).
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Sobrevivéncia (%)

KplLec (%)
Figura 16 - Porcentagem de larvas sobreviventes de C. maculatus apés 20 dias de
desenvolvimento, alimentadas com sementes artificiais contendo 0%, 0,1%, 0.5% 1% de
KplLec.

Proporcionalmente, também houve decréscimo de 22% e 56% no peso médio das

larvas mantidas em dietas contendo 0,5% e 1% de KpLec (Fig 17).

Peso Médio (mg)

Kplec (%)

Figura 17 —Peso Médio de larvas de C. maculatus apds 20 dias de desenvolvimento em

sementes artificiais contendo 0%, 0,1%. 0,5% & 1,0% de KpLec.
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A Figura 18 ilustra o efeito inibitério produzido por Kplec no desenvolvimento das

larvas de C. macuiatus apds 20 dias de desenvolvimenio.

A B C D

Figura 18 — Efeito de KpLec no desenvolvimento de larvas de C. maculatus apGs
20 dias de desenvolvimento. {A) Larva controle; (B) 0,1% de Kplec; (C) 0,5% de
KpLec e (D) 1% de KplLec.

23, Atividade inseticida de Kplec sobre A. kuehnielia

Kplec também exerceu atividade inseticida sobre o lepidoptero A. kuehniella. Larvas
com 24 dias foram analisadas quantoc ao ndmero de individuos, e pode ser verificado assim
que, a mortalidade das larvas alimentadas com a dieta que confinha 0,5% & 1,0% da lectina,
o de 43% e 55%, respectivamente. Isto mostra um significante aumento da mortalidade

larval, comparado com nimero de larvas mantidas na dieta controie (Fig 19).
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Sobrevivéncia (%)
[#2]
L]

40 A
20 -
g -
o 2.5 3
Kplec (%)

Figura 19 — Porcentagem de larvas sobreviventes de A kuehniella apés 24 dias de
desenvolvimento em distas contento 0%, 0,5% e 1,0% de KplLec.

Observou-se que, além de reduzir a sobravivéncia destas larvas, KpLec teve um efeito
mais significative ainda em relaco ao peso médio destes individuos. A 0,5% e 1.0% de
Kplec, houve uma diminuigdo do peso, em aproximadamente 85% e 92%, respectivaments

(Fig 20).
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Peso Médio (mg)
T

0 0,5 1
Kolec (%)

Figura 20 — Efeito produzido sobre o Peso Médio de larvas de A. kuehniella apbs 24 dias de
desenvolvimento em dietas artificiais contendo 0%, 0,5% e 1,0% de KpLec.

A Figura 21 ilustra o efeito inibitdrio produzido por KplLec no desenvolvimento das

larvas de A. kuehniella apds 24 dias de desenvolvimento.

A B8 C

Figura 21 — Efeito de KpLec no desenvoivimento de larvas de A. kuehnielia apés 24 dias de
desenvolvimento. (A) Larva controle; (B) £,5% de Kplec e (D) 1,0% de Kplec.
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V. DISCUSSAQ

Lectinas vegstais foram primeiramente encontradas e estudadas por Stilmark (1888
pela descoberia de uma proteina toxica, ricina, isolada de Ricinus COMMUnIs, com
propriedades hemaglutinantes, Muitas outras lectinas, localizadas em diferentes fecidos nas
plantas, &m sido relatadas (Eizer, 1988). Como por exemplo, a agiutinina de gérmen de
trigo, WGA (Burger & Goldberg, 1887}, lectinas presentes nas familias Amaryviiidaceas ¢
Alliaceae (Van-Damme & Peumans, 18%1), a lectina de sementes de Artocarpus
heterophyiflus (Pineau et al., 1990} e véarias cuiras,

Os dados apresentados nesse trabalho mostram a purificacdo da lectina de
Koelreuteria paniculata (Flor-da-china) e a caracterizagio de suas propriedades fisico-
guimicas e biologicas.

Os métodos utilizados para a exiragdo e purificacfio da lectina de K. paniculata foram
aqueles comumente usados para proteinas vegetais, que envolvem a exiracdo utilizandc
solugles salinas e/ou 4&cidas, precipitacdo por solventes Ofganicos ou por sais e
fracionamento por tecnicas cromatograficas, tais como exclusdo molecular, troca idnica,
afinidade e fase reversa (Belitz & Weder, 1990).

A etapa inicial deu-se com a producic da farinha das sementes inteiras, que foi
submetida a um tratamentc de delipidagfio com hexano. Ests tratamento permitiu diminuir a
interferéncia, nas elapas subsegquentes de purificac@o, de niveis elevados de lipidios,
pigmentos e oufras substéncias.

A sscolha de um solvente para efetuar a exiracfio e precipitacdo dessas proteinas

depende da solubllidade das mesmas, que & considerada muitoc variavel. Segundo Osbomne
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(1985), as principais proteinas de reserva, abluminas, globulinas, proiaminas e glutelinas s&o
extraidas com base na sua solubilidade, onde albuminas e giobulinas s&o soliveis em
solucBes salinas; prolaminas solUveis em solventes organicos (etanol) e as glutelinas em
soluctes aicalinas. Além das proteinas de reserva, sementes contém varias outras profeinas
em menor quantidade, tais como inibidores de tripsina, lectinas, inibidores de «<-amiiase,
ureases, 0s guais séo também soliveis em soluges salinas (Duranti & Gius, 1997). Para a
extracéo da lectina de K. paniculata, o tampéo fosfato de potassio monobasico, 0,1 M, pH 7,6
mostrou-se eficiente. Sabendo-se que ¢ extrato bruio de K. paniculata continha lectina, pois
apresentou atividade hemaglutinante, iniciaram-se entdc os passos de purificagio desta
proteina.

Para ensaios de hemaglutinacdo realizados com o E.B., foram utilizados eritréeitos de
diversos animais: camundongo, rato, carneiro, cavalo, boi, hamster, coetho e eritrécitos
humanos do sistema ABO. Embora a lectina de sementes de K. paniculata ndo tenha
mostrado atividade hemaglutinante especifica aos eritrocitos testados, mostrou mais
afinidade aos eritrécitos do grupo A, como a lectina recentemente isolada de sementes de
Sphenostyles stenocarpa (Machuka et al., 1999). E interessante observar que Kplec
hemaglutinou iguaimente eritrécitos de camundongos, rato, carneiro e boi, e por razbes
praticas, eritrocitos de rato foram usados nos ensaios subsequentes. Entretanto, diferente da
lectina de Saraca indica (Ray & Chatterjee, 1995), que mostrou hemaglutinar fortemente
eritracitos de coelho, a lectina de K. paniculata (KpLec) apresentou sua menor atividade

hemaglutinante frenie a estes eritrocitos. Além disso, ndo teve efeito algum em eritrocitos de

hamster.
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A aglutinagéo ¢ o resultado da interag&o dos aclicares de superficie e sitios de ligacdo
para estes aglicares na molécula de lectina (Singh et al., 1999). Estas interacBes sao
usuaimente nao-covalentes, envolvendo pontes de hidrogénio, interagbes hidrofébicas e
forcas de Van der Waals (Mirelman, 1986).

Sharon & Lis (1989) propuseram os seguintes mecanismos para a interacdo céiuia-
célula mediada por lectinas de superficie:

1) Formagéo de pontes entre glicoproteinas solliveis que se ligam as lectinas na
superficie celular;

2} Lectinas podem se combinar com carboidratos de componentes insoliveis da
matriz extracelular para promover ades3o ceiular;

3) Lectinas sollveis podem se ligar a carboidratos de céluias justapostas para
atuar como pontes entre estas células.

Os resultados mostram que 0s passos de purificacéo utilizados, as cromatografias de
exclusao molecuiar, de afinidade e de fase reversa (HPLC), foram suficientes para a
purificacé@o da KplLec (Fig. 7).

A fragdo Kplec foi eluida como um pico principal com atividade hemaglutinante em
aproximadamente 75% de Acetonitrila, mostrando que esta lectina se liga fortemente a matriz
cromatografica, pois sua elui¢do so é feita em concentracGes elevadas do solvente organico.
A forte ligagdo de uma proteina a coluna de interacdo hidrofobica caracteriza uma proteina
que possui alta quantidade de residuos de aminoacidos hidrofobicos (Guimardes & Collins,
1990). KplLec apresentou alto contetido de Gly, Val, Leu, lie, Phe e Pro, comprovando sua
hidrofobicidade e baixo contetido de His, Met, Cys, o que é comum nas proteinas de origem

vegetal (Ryan, 1981). Sua composigdo de aminoécidos foi comparada com outras lectinas
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vegetais, usando o banco de dados Expasy, KpLec apresentou alta homologia com a lectina
de Onobrychis viciifolia (Kouchalakos et al, 1984), e com a lectina de Erythrina
corallodendron (Adar et al., 1989).

A realizacio da eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%), na presenca de SDS,
permitiu acompanhar os resultados das etapas de purificagéo da lectina (figura 7) e verificar
o grau de pureza da KplLec. A lectina apresentou duas cadeias polipeptidicas (22 e 44 kDa)
e, em condigdes redutoras (0,1 M de DTT), a mesma se apresentou predominantemente na
forma monomérica (22 kDa). Estes resuitados estdo de acordo com aqueles obtidos na
analise densitométrica, que mostrou que na presencga de DTT 0,1 M houve redugdo de 88%
da subunidade maior em sua forma monomérica (22 kDa). Esta lectina apresenta, portanto,
duas cadeias ligadas por pontes dissulfeto, que séo reduzidas na presenca de DTT.

O mesmo também foi observado para uma outra lectina, da mesma familia de KpLec
(Sapindaceae), purificada de sementes de Talisia esculenta que apresenta duas cadeias
polipeptidicas, de 20 e 40 kDa (Freire et al., 2001). A massa molecuiar relativa de KplLec
determinada por cromatografia de filtragdo em gel, em uma coiuna de Superdex G 75
(sistema FPLC) foi 22 kDa, mostrando que em SDS-PAGE, a lectina se associa em duas
subunidades, mas sua forma monomeérica é de 22 kDa. A presenga de lectinas com mais de
uma cadeia polipeptidica, como encontrado para Kplec, foi observada também por outros
pesquisadores no estudo de lectinas de plantas. Lectinas podem ser encontradas desde a
forma monomeérica (Yamaguchi et al., 1998), como a dimérica (Van Damme et al., 1991),
trimérica (Moreira et al., 1997) e tetramérica (Van Damme et al., 1987).

O sequenciamento N-terminal de KpLec mostrou que esta lectina apresenta homologia

principalmente com a lectina de rizoma de Urtica (Urtica dioica aglutinina - UDA) (Tabela 2).
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UDA € uma pequena lectina, com massa molecular de 8,5 kDa, pertencente & familic
de proteinas que apresentam dominio de ligagdo & quitina. Assim como KplLec exibe
afinidade para N-acetilglicosamina e também apresenta atividade inseticida, mostrando inibir
o desenvolvimento do bruquideo C. maculatus e afetar a sobrevivéncia do lepidoptero (M.
vitrata) {(Machuka et al., 1999).

Quando KplLec foi submetida a ensaios de hemaglutinacdo, na presenca de um
agente quelante de cations divalentes como o EDTA, a lectina perdeu sua atividade
hemaglutinante em uma concentracdo de 12,5 mM, indicando que Kplec apresenta
dependéncia de céations divalentes, diferente do que foi encontrado por Moreira et al. (1998),
gue isolaram uma lectina de sementes de Artocarpus incisa (frutalina), que ndo requer
qualquer cation divalente para sua atividade, bem como a lectina de T. esculenta (Freire et
al., 2001).

Na presenga de EGTA, quelante de ions calcio, KpLec nao teve sua atividade inibida,
mostrando que esta lectina ndo depende de calcio para a sua atividade, e sim de magnésio e
manganeés. Estes resultados estdo de acordo com Utarabhand e Akkayanont (1995), que
demonstraram que a lectina purificada do feijdo Parkia Jjavanica, também n&o perdeu sua
atividade quando tratada com EGTA em concentragbes de até 40 mM, mas diferente de
Kplec, esta lectina ndo perdeu sua atividade hemaglutinante na presencga de EDTA (40 mM).

A associagdo das subunidades através das ligacbes por pontes dissulfeto ndo é
essencial para a atividade da lectina, pois KpLec quando exposta a condi¢des redutoras com
DTT (10 mM) por 12 horas, a 25 °C, nao perdeu sua atividade hemaglutinante. Entretanto, a

interagdo entre pontes de hidrogénio presentes na proteina parece essencial para sua
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atividade, pois quando a mesma foi submetida ao tratamento com uréia (8 M) por 12 horas, a
temperatura ambiente, fez KplLec perder completamente sua atividade.

Palanova e Volf (1897), no estudo fisico-quimico de lectinas presentes em
Phiebotominae sandflies, verificaram exatamente o contrarioc do gque foi observadoc para
KpLec. As lectinas de P. sandffies tiveram sua atividade hemaglutinante diminuida quando
expostas ao DTT (10 mM) e nenhum efeito significativo foi observado apés tratamento com
Uréia (8 M). Estes autores atribuem o efeito do DTT as quantidades significativas de
metionina e cisteina que as lectinas de S. sandflies possuem, ac contrario de Kplec, que
apresentou baixo contetido destes aminocéacidos.

A atividade hemaglutinante de Kpl.ec sobre eritrécitos de rato foi inibida por fodos os
carboidratos testados (Tabela 4), mas Kplec apresentou maior afinidade por N-
acetilglicosamina (0,09 mM). Outras lectinas que apresentam maior afinidade por N-
acetilglicosamina séo: a lectina de Lenfinus edodes (Wang et al., 1899), lectina extracelular
de Agrobacterium radiobacter (Joshi et al., 1997) e da Urtica dioica aglutinina, {Broekaert et
al., 1989).

As lectinas sdo usualmente giicoproteinas com conteGdo variavel de carboidrato
(Moreira et al., 1991). De acordo com a metodologia utilizada neste trabalho, foi determinado
que KpLec é uma glicoproteina que apresenta aproximadamente 14% de carboidrato total.
Estes resultados estdo de acordo com os de outros pesquisadores, que também isolaram
lectinas com alto conte(ido de carboidratos, como Datta et al. (1991), Cavada et al. (1998),
Moreira et al. (1998) e Freire et al. (2001).

A propriedade hemaglutinante da Kplec fol resistente ao tratamento com

metaperiodato de sédio, um agente oxidante que destréi aglcares que contenham grupos
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hidroxilas n&o substituidos (Rupp et al., 1995). O mesmo também foi observado para ume
hemaglutinina manose-especifica, isclada de cepas de Escherichia coli do trato urindric
{(Goldhar et al.,, 1984). Este processo de deglicolizagdo usando metaperiodado vem sendc
comumente usado por varios pesquisadores na area de caracterizag8o de hemaglutininas de
microorganismos, come no estudo de propriedades hemaglutinantes de Escherichia col
(Bhuiyan et al, 1995), e na caracterizagio da atividade hemaglutinante de Salmonellz
choleraesuis, Bifidobacteria pseudolongum e Escherichia coli K88 (Meng et al., 1998). C
estudo da deglicosilagéo de glicoproteinas tem gerado cerio questionamento quanto ac pape
dos carboidratos na funcdo das glicoproteinas (Edge et al., 1981).

A clivagem das unidades de carboidratos da lectina por TFMS e Anisol também néac
afetou a atividade da proteina, sugerindo que a atividade hemagiutinante esteja relacionada
com a porgao proteica da molécula. A atividade hemaglutinante de KpLec apds tratamento
com diferentes pHs se manteve estavel numa ampla faixa de pH (5-10), perdendo sua
atividade apenas em condicdes extremas, entre os pHs 2-4 e 12-14 (figura 11). Qutras
lectinas estaveis & variagdo de pH também foram estudadas por Machuka et al. {1999), na
caracterizagéo da lectina de Sphenostyles stenocarpa (ativa em pH 2-10), por Sampistro et
al. (2000), que purificaram uma lectina de Cyphomandra betacea, ativa em pH variando de 5
— 8, muito semelhante a Kplec e por Freire et al. (2001), na purificagdc de uma lectina de
sementes de T. esculenta, ativa em pHs 5-9.

Resultados da termoestabilidade da KpLec (figura 10) mostraram gue esta lectina nao

apresentou diminui¢do consideravel de sua atividade hemaglutinante até 80 °C por 30

minutos. Estes resultados s&o compativeis com algumas lectinas de plantas, como a lectina
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de Saraca indica, que é estavel até 95 °C (Ray & Chatterjee, 1995), a lectina de Vatairea
macrocarpa (Cavada et al., 1998) que ainda mantém 55% de sua atividade ap¢s 5 minutos
de exposicdo a 100 °C, a lectina da casca de Hevea brasiliensis (Wititsuwannakul et al.,
1998) es;téveé até 80 °C e a lectina de Talisia esculenta, estavel até 70 °C (Freire et al.,
2001).

O tratamento de KpLec com enzimas proteoliticas como proteinase K e tripsina, por 30
minutos a 37 -C, aboliram completamente a atividade hemaglutinante, novamente sugerindo
que esta atividade hemaglutinante esteja relacionada a parte protéica da melécula. Estes
resultados s3c compativeis com os encontrados por Rupp et ai. (1995) e Wititsuwannakui et
al. (1998) onde a disgestdo com enzimas proteoliticas levou a lectina ao minimo de sua
atividade hemaglutinante.

A agregagdo plaquetaria propriamente dita consiste na formagdo de pontes
intracelulares entre proteinas sollveis, principalmente fibrinogénio e fator VI, e as
glicoproteinas insoltiveis GPllb e Glila presentes na membrana das plaquetas. Esse
processo é desencadeado quando a concentragdo de fibras expostas de colageno € muito
alta ou quando ha presenca de agonistas no local lesado (Weiss & Lages, 1997; Matos,
1993). Por causa de sua grande importancia, mudangas na fungéo normal de plaquetas
podem causar desordens tromboticas ou hemorragicas. Na trombose, causas desconhecidas
podem resultar na formagdo espontdnea de agregados suficientemente grandes para
bloquear a circulagdo (Derenleau, 1987). Esse disturbio pode ser evitado pela inibicdo da
agregacdo plaquetaria, seja pela diminuicdo da sintese de agonistas ou pela agdo das

desintegrinas {Coller et al., 1995; London et al., 1996).
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Os processos desencadeados pelos agonistas sdo acompanhados pela exposicao d
receptores a moleculas adesivas presentes na circulagdo sanguines, tais bomo o fibrinogéni
e o fator de von Willebrad (vWF), que podem levar & formagédo do tampdo plaguetaric
conhecido come trombo, reduzindo cu interrompendo perda de sangue no local de injlri
(processos hemorragicos). As plaquetas contribuem significativamente para manter ;
integridade da parede vascular e ajudam no processc de recuperacac da lesdo vascula
(Jamieson, 1988; Hawiger, 1989).

Por sua especificidade de ligagdo a glicanos, lectinas podem se ligar 2 membrana das
plaguetas, agindo tanio como indutoras quanto inibidoras da agregacgfo plaquetéaria. Ot
dados mostraram que a lectina KpLec, incubada por 4 minutos, na presenga de plasma ricc
em plaquetas (PRP), ndo teve atividade agregante ¢ nem inibidora, nas concentracdes at¢
100 pg (Fig 12). Os experimentos com KpLec (100 ng) na presenca de ristocitina (urr
antibidtico que € andlogo ao VWF), ndo apresentaram nenhum efeito significativo.
estimulador ou inibidor da agregagdo. Outros ensaios com agonistas como o colagenc
tambem foram realizados, sem que nenhum efeito modulador tenha sido observado. Estes
resultadores também foram encontrados por Ganguly & Fossett (1980), que verificaram que
a lectina de lentilha se liga 4 membrana das plaguetas, mas néo estimuia sua agregacso.

Quando se discute ou se especula sobre o pape! fisioldgico das iectinas de plantas, &
de crucial importancia perceber que, com excecao de algumas enzimas como quitinases,
glicanases e glicosidases, lectinas sdc as Unicas proteinas de plantas capazes de

reconhecimento e ligagdo a glicoconjungados presentes na superficie exierna de
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microorganismos {(como bactérias e fungos) ou glicoconjugados expostos ao longo da
superficie do trato intestinal de predadores de plantas (Peumans e Van Damme, 1985).

KpLec, diferentemente de algumas lectinas vegetais que afetam o desenvolvimento de
fungos, como a lectina de batata (Lungu et al., 1990), a lectina de rizoma de urtiga (U. dicica)
(Broekaert et al., 1989) e a aglutinina de gérmen de trigo (WGA) (Ciopraga et al., 1999), ndo
afetou o desenvolvimento dos fungos testados, F. oxysporum, C.imdemuthianum e S,
cerevisiae {Figua 14), ndo podendo, portanto, ser utilizada como um agente fungistatico para
estes microorganismos.

Muitas lectinas de plantas tém sido extensivamente estudadas e usadas como
ferramenta no estudo de estruturas de superficie celular (Mody et al., 1995). O modo pelo
qual as lectinas induzem a lise celular por se ligarem a carboidratos da superficie celular
ainda néo esta esclarecido. O que tem sido discutido € que algumas lectinas lisarmn as células
por desencadearem apoptose (morte programada da célula), atraves da ativagdo de
endonucleases endogenas, levando a fragmentagdo do DNA (Kim et al., 1993). Estudos
demonstraram que algumas lectinas, como a fitohemagiutinina (PHA), concanavalina A
(ConA) e a aglutinina de gérmen de trigo (WGA) apresentam efeito citotdxico em certas
linhagens celulares (Stanley, 1981).

Com o propésito de verificar se Kpl.ec apresentava algum efeito citotdxico, utilizou-se
células vero (células de rim de macaco verde) como modelo biolbgico para o estudo desia
atividade. De acordo com os testes realizados, KplLec também exibiu atividade citotoxica
considerave! (alteragdes morfologicas e desprendimento do tapete celular), apds 4 horas de

incubacdio com as células, numa concentragédo de 62,5 ng/mi (Figura 13).
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Estudos mais detalhados da acdo de KpLec sobre linhagens celulares seréc
necessarios para o esclarecimento de suas propriedades biologicas, de possiveis alteragbes
intracelulares, além de verificar se Kpl.ec exerce atividade citotGxica sobre outras linhagens
celulares ou mesmo scobre células tumorais, ja que esias dlitimas apresentam extrems
variagdo na composicdo e distribuicdo dos glicoconjugados da superficie celular {Sharon,
1983).

O rapido desenvolvimento de novas tecnologias na incorporagédc de genes em uma
variedade de cultivares tem aumentado o interesse na identificacdo de genes de plantas que
conferem resisténcia a insetos; a manipulacdo desses genes pode aumentar a capacidade
de defesa de plantas contra insetos (Macedo et al., 2000). Assim, esta nova estratégia para o
controle de pragas seria uma alternativa ac uso de pesticidas quimicos {Jouanin et ai., 1998).

O envolvimento de lectinas no controle de insetos tem sido avaliado, principalmente e
primeiramente, através de experimentos de alimentagso, utlizando dietas artificiais contendo
preparagOes de lectinas (Machuca et al., 1999). Através desta simulacdo, o potencial de
lectinas em inibir o desenvolvimento de insetos pode ser avaliado.

Em periodos severos de infestacdo, a perda de sementes de feijdo armazenadas (V.
unguiculatay apbs colheita, pode atingir até 100% em um periodo de 6 meses, devido ao
ataque do bruquideo C. maculatus (Hall et al., 1997). Desta maneira, o efeito de KplL.ec sobre
larvas destes bruquideos foi avaliado, através de experimentos no qual medimos o nUmero e
0 peso de larvas sobreviventes apos 20 dias da oviposicéo em sementes artificiais, contendo
concentragbes variadas da lectina. KpLec exerceu um decréscimo significante (55%) no
nimero de individuos na concentragdo de 1% de proteina (Figura 16) e, concomitantemente,

uma reducéo de até 56% na massa corpérea dos individuos alimentados com sementes
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artificiais que também continham 1% da lectina (Fig 17). Outras lectinas de plantas, como a
lectina de sementes de Maclura pomifera, a lectina de amendoim {Arachis hypogaea), a
lectina de gérmen de trigo (WGA) e a lectina de tubérculo de batala, inibiram o
desenvolvimento de C. maculatus quando incorporadas em sementes artificiais, a 0,1% e
1,0% de proteina (Murdock et al., 1990). A U. dioica agiutinina (UDA), uma lectina N-
actilglicosamina especifica, para a qual KplLec mostrou apresentar homologia, também €
toxica para o bruquidec C. maculaius a 1%, quando incorporada em dietas artificiais
(Huesing, 1991).

O modo de acgdo inseticida das lectinas de plantas ainda néo esté completamenie
esclarecido, mas acredita-se que estas proteinas possam provocar efeitos deletérios pela
ligagdo a receptores glicosilados na superficie do intestino dos insetos (Pusztai & Bardocz,
1996). Além disso, Haper et al. (1998) recentemente demonstraram que lectinas podem
interferir na formacdo e integridade da membrana peritréfica do intestino médio dos insetos.

A. kuehniella ¢ a principal praga dos moinhos de farinha e muitas vezes, ataca
também grdos de cereais armazenados. Ela habita principalmente lugares usados para
processar gridos ou preparar produtos que utilizem farinha, como padarias e moinhos de
processamento de grdos de milho. Estas larvas envolvem todo o material no qual elas estao
se alimentando, resuitando em um aglomerado de particulas solidas e fezes. KplLec tambem
foi efetiva sobre o desenvolvimento deste lepidoptero. A mortalidade larval foi de 43% e 55%
na dieta artificial que continha 0,5% e 1,0% da lectina, respectivamente (Fig. 19). Além de
KpLec reduzir em mais de 50% o nimero de larvas deste inseto, diminuiu também o peso
das mesmas em até 90%, na concentracdo de 1% de proteina (fig 20). Semelhante a agéo

de Kplec, outras lectinas também s&o ativas contra lepidopteros, como a lectina de
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amendoim (A. hipogaea), que aumentou a mortalidade larval do lepidoptero Chilo partelius
em 46,2% e 48,1%, nas concentracdes de 0,5% e 1,0%, respeciivamente. Entretanto, ¢
lectina de ervilha (P. sativum) ndo foi téxica para C. partellus, em concentragbes até 1% (Lav
& Kifir, 1997). Outra duas lectinas, WGA e a aglutinina de B. purpdrea, foram efetivas contrs
larvas do lepidoptero O. nubilalis, quando incorporadas na dieta a 2% (Czapla & Rang
1990).

Diferente do gue foi encontrado para KplLec, que foi toxica tanto para um coledptero
quanto para um lepiddptero, a lectina de Sphenostyles stenocarpa mostrou afetar
desenvolvimento do coledptero C. maculatus, mas néo teve efeito tdxico significativo sobre
larvas do lepidoptero Maruca vitrata {Machuka et al., 2000). Entretanto, a lectina manose-
especifica de Galanthus nivalis (GNA) é toxica para varios insetos predadores, inciuindc
homopteros, coledpteros e lepidopteros, quando incorporada em dietas artificiais (Foissac el
al., 2000). Embora seja muito provavel que a toxicidade das lectinas seja baseada na ligacgéo
especifica de glicoconjugados em algum lugar do intestino médio dos insetos, 0 mecanismo
exato da agdo das lectinas ndo é totalmente conhecido. Trés tipos de interagdo sdo
possiveis: (a) figacdo lectina-quitina da membrana peritrdfica; (b) ligacdo da lectina a
glicoconjugados das céluias epitelias ao longo do trato digestivo; e (c) ligacéo de lectinas a
enzimas digestivas glicosiladas (Peumans et al., 1995).

Os resultados das incorporacdes em dietas artificiais, tanto para C. macufatus, quanto
para A. kuehniella, sugerem que KpLec possa ser empregada em estudos mais
aprofundados, que envolvam o mecanismo de defesa de plantas ao ataque de insetos.
Entretanto, tem que considerado que plantas que contenham acglcares, pricipalmente na

seiva, podem diminuir a toxicidade das lectinas, a expressdo de genes que codificam
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lectinas, nesse caso, pode ser ineficiente para a protegdo da pianta. Mas, inversamente,
quando o aglcar inibitorio estiver ausente, lectinas podem ser muito eficientes. Tem que se
levar em conta também, antes que genes de lectinas possam ser aplicados em larga escala
para conferir resisténcia a insetos e nematoides em plantas, um possivel risco A salde de

consumidores humanos e animais, ja que aigumas lectinas mostrarm ser toxicas.

85



VI. CONCLUSOES

Vi. CONCLUSOES

Kplec & constituida por duas cadeias polipeptidicas de 22 e 44 kDa;

E uma glicoproteina, que apresenta 14% de carboidrato fotal;

Apresenta maior afinidade por N-acetilglicosamina (0,09 mM);

Possue alto conteddo de aminoacidos hidrofdbicos (Gly, Val, Leu, lle);
Apresenta homologia principalmente com a Urtiga dioica aglutinina (UDA};

N&o sofre alteragdo na sua atividade hemaglutinante gquando exposta ao DTT, mas

quando submetida ac tratamento com uréia torna-se inativa:

Kplec néo € dependente de célcio mas, de ions come magnésio e manganés;

A atividade hemagiutinante de KplLec ndo foi afetada por agehtes deglicosilantes
(TFMS) e oxidantes (metaperiodado de sodio);

E uma lectina estavel a uma ampla faixa de pH (5-10);

E termoestavel, ndo apresenta diminuic8o consideravel de sua atividade até 80 °C;

O tratamento com proteinase K e tripsina (enzimas proteoliticas) fez com que a lectina

perdesse completamente sua atividade;
Mostrou ndo estimular e nem inibir a agregacéo plaquetaria;

Nao afeta o desenvolvimento dos fungos F. oxysporum, C. lindemuthianum e S.

cerevisiae,
Apresenta atividade citotoxica em relacéo a células Vero;

Possui atividade inseticida, reduzindo o ndmero e peso das larvas de C. maculatus e

A. kuehnielia.
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