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RESUMO

As lectinas s3o (glico) proteinas de origem nfo imune que interagem especifica e
reversivelmente com carboidratos. O atual interesse em lectinas deve-se a sua utilidade como
ferramenta em pesquisas biologica e médica, assim como o seu envolvimento na defesa de
plantas contra fungos ¢ insetos. Neste trabalho, uma lectina foi purificada de sementes de
Annona coriacea (Annonaceae), conhecida comumente por Marolo, usando gel filtragio em
coluna Sephadex G-75 e em coluna de fase reversa C18 p-Bondapack. Em SDS-PAGE,
ACLEC (4. coriacea lectin) migrou como duas bandas com massa molecular aparente de 21,6
e 16,0 kDa em condig¢des nio reduzidas, ¢ 16,0 ¢ 11,4 kDa em presenga de ditiotreitol 1 M.
Portanto, a subumidade de 21,6 kDa formada por duas cadeias de 11,0 kDa ligadas
covalentemente. A massa molecular relativa de 12 kDa foi estimada por gel de filtracdo em
coluna Superdex 75, indicando que ACLEC comporta-se como um heterodimero. ACLEC
aglutinou eritrocito humano (do tipo A, B, AB ¢ O), eritrécitos de bovino, camundongo,
carneiro, coelho, caprino, galinha e de rato. A lectina apresentou especificidade a D-manose ¢
D-glicose. Por ensaios fisico-quimicos constatamos que ACLEC ndo foi imibida por ampla
faixa de pH, ou afetada por ions divalentes, ou enzimas proteoliticas como pronase. A oxidagdo
com metaperiodato de sodio, ou redugdio com uréia e ditiotreitol também ndo afetaram a
hemaglutinagfio. Porém, a hemaglutinagio foi inibida por altas temperaturas e por exposi¢do a
tripsina ¢ acido trifluorometanosulfénico. A andlise de aminoacidos mostrou uma alta
quantidade de residuos de Arg e Gly, presenga de trés residuos de metionina ¢ a auséncia de
residuos de fenilalanina. O N-terminal de ACLEC apresentou aproximadamente 50% de
homologia com outras lectinas de plantas. ACLEC ndo agregou plaquetas nem afetou a
agregacio plaquetaria por colageno ou ristocetina.

ACLEC ndo inibiu o desenvolvimento de fungos e do imseto Callosobruchus
maculatus, mas teve alto efeito detrimental sobre o desenvolvimento do imseto Anagasia

kuehniella. Estas observagdes sugerem que esta lectina pode agir seletivamente como um

inseticida contra algumas espécies de insetos.



ABSTRACT

Lectins are (glyco) proteins with non-immune origin that interact specifically and
reversibly with carbohydrates. The current interest in plant lectins reflects their usefulness as
tools in biological and medical research and their involvement in plant defense against fungi
and insects. In this work, a lectin was purified from the seeds of Annona coriaceae
{Annonaceae), commonly known as “Marolo”, using gel filtration on Sephadex G-75 and
reversed-phase HPLC on a p-Bondapack column. In SDS-PAGE, ACLEC (4. coriacea lectin)
migrated in two bands with apparent molecular masses of 21.6 kDa and 16.0 kDa 1n non-
reducing conditions, and 16.0 kDa and 11.4 kDa in the presence of 1 M dithiothreitol.
Nevertheless, the subunit of 21.6 kDa is formed by two bands covalent-binding of 11.0 kDa.
Molecular mass of 12.0 kDa was estimated by gel filtration on Superdex 75, thus indicating
that ACLEC exists as a heterodimer. ACLEC agglutinated human type A, B, AB and O
erythrocytes, as well as mouse, sheep, rabbit, cow, goat, chicken and rat erythrocytes. The
lectin had a higher affinity for D-mannose and D-glucose. The hemagglutinating activity of
ACLEC was not inhibited over a wide pH range, or was it affected by divalent cations or
proteolytic enzymes such as pronase. Oxidation with sodium metaperiodate, or reduction with
urea and dithiothreitol also did not affect the hemagglutination. On the other hand,
hemagglutination was inhibited at high temperature and by exposure to trypsin and
trifluoromethanesulfonic acid. Amino acid analysis showed a high content of Arg and Gly,
presence of three methionine and the absence of phenylalanine. The N-terminal sequence of
ACLEC showed approximately 50% of homology with other plant lectins. ACLEC did not
aggregate platelets or affected platelet aggregation by collagen or ristocetin.

ACLEC not inhibited the development of fungi and of the insect Callosobruchus
maculatus but it had a high detrimental affect on the development of the insect Anagasia
kewhniella. This observation suggests that this lectin may act selectively as an insecticide

against some insect species.
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I- INTRODUCAQO

As lectinas sdo proteinas de origem nfdo imune que se ligam reversivelmente a
carboidratos, além de aglutinarem células e precipitarem glicoconjugados (Goldstein ef al.,
1980).

Hemaglutinina seria o termo mais apropriado do que “lectina”, por referir-se a
capacidade de uma proteina aglutinar eritrécitos, mas ndo leva em conta que muitas
lectinas podem aglutinar outras células. As lectinas de plantas foram definidas
recentemente como toda proteina possuidora de pelo menos um dominio ndo catalitico, aos
quais se ligam reversivelmente a monossacarideos ou oligossacarideos especificos (Van
Damme et al., 1998).

As lectinas sdo usualmente glicoproteinas com conteiido de carboidrato variado
como observado em lectinas de Canavalia brasiliensis (Moreira et al., 1984), Dioclea
grandiflora (Moreira et al., 1983) e Cratylia floribunda (De Oliveira ef al., 1991). Sédo
encontradas em quase todas as plantas comestiveis e a exposigio do homem e de amimais a
elas ¢ inevitavel. Experimentalmente tem-se mostrado que algumas lectinas sdo muito
resistentes as enzimas do trato digestivo, ¢ encontradas ainda ativas em fezes de ratos ou
humanos, que ingerem alimentos contendo essas proteinas (Vasconcelos et al., 1989). Este
fator mostra a grande importincia para o estudo do papel nutricional, ja2 que os
aminoacidos, derivados das lectinas intactas ou parcialmente digeridas, possam se ligar as
células epiteliais do intestino (King ez al., 1980).

As lectinas de plantas estdo localizadas em cotilédones de sementes, citoplasma
(Mialonier ef al., 1973) ou em corpos protéicos (Youle et al., 1976) podendo constituir
cerca de 10% do nitrogénio total.

Aparentemente estdo envolvidas na organizagdo celular, embriog€nese, fagocitose
e protegio da célula contra fungos, bactérias ¢ insetos. Desempenham também um papel
ativo no transporte ¢ fixagdo de carboidratos nas plantas, tdo bem como no crescimento €

elongacio da parede celular (Knox et al., 1976).



1 - CLASSIFICACAO DAS LECTINAS

Na natureza, as lectinas sdo encontradas nas mais diferentes formas de vida, como
em microrganismos (Lii-Lii ef al., 1992), animais (Gabius, 1994) e plantas (Peumans e al.,
1995). A ocorréncia de lectinas em diferentes espécies, tecidos ou células tem mostrado a

importéncia dessas moléculas em organismos.

1.1 - Subdivisdo das Lectinas

De acordo com a definigdo de lectinas, elas estdo subdivididas em quatro classes,

de acordo com o ntimero de dominios, em: Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e

Superlectinas.

< Merolectinas

Sdo proteinas que consistem exclusivamente de um tnico dominio ligante a
carboidrato, pequenas ¢ de uma tnica cadeia e sdo incapazes de aglutinar células devido a
sua natureza monovalente. Exemplos deste grupo sdo a heveina (Van Parijs ef al., 1991),
proteina monomérica ligante a quitina presente no latex de Hevea brasiliensis © algumas
proteinas de orquideas (Van Damme ef al., 1998).

-+

%  Hololectinas

Sdo compostas exclusivamente de dominios ligantes a carboidratos, mas contém
pelo menos dois dominios que sdo idénticos ou muito similares. Comportam-se como
verdadeiras aglutininas e estio presentes na maioria das lectinas de plantas (Van Damme et
al., 1998).



»

< Quimerolectinas

Sic a fusio de proteinas compostes de um ou mais dominios ligantes a
carboidratos e um dominio ndo relacicnado com uma atividade catalitica bem definida (ou
outra biologica), que age independentemente do(s) dominio(s) ligante(s) a carboidrato(s).
Dependendo do niimero de sitios ligantes a agicar, as quimerolectinas comportam-se como
merolectinas ou hololectinas. As proteinas inativadoras de ribossomos tipo-2 (Ricina), que
possuem dois dominios ligantes a carboidratos em cada cadeia B, como hololectina,

comporta-se como aglutininas (Peumans ef al., 1998).
% Superiectinas

Como as hololectinas, as superlectinas consistem exclusivamente de pelo menos
dois dominios ligantes a carboidratos. Porém, diferentes das hololectinas os dominios
ligantes a carboidratos das superlectinas reconhecem agucares estruturalmente diferentes.
As superlectinas podem também ser consideradas um grupo especial de quimerolectinas
compostas de dois dominios ligantes a carboidratos estruturais e funcionalmente diferentes.
Esta natureza quimérica é ilustrada pelo protdmero da lectina de Tulipa TxLC-I que
consiste de um dominio N-terminal ligante a manose formado com um dominio nio

relacionado ligante a GalNAc (Van Damme et al., 1998).

1.2 - Lectinas animais

As lectinas de mamiferos podem ser divididas em Tipo-C, Tipo-S, Tipo-P e Tipo-
1, baseadas na estrutura do dominio de reconhecimento de carboidratos (CRD) (Powell ef

al., 1995). O CRD media a ligagio da lectina ao carboidrato e ¢ altamente conservado para
cada tipo de lectina.



% Lectinas do Tipo-C

Séo provavelmente o grupo mais diverso com respeito a estrutura, localiza¢do e
especificidade para agucar. Estio localizadas principalmente no meio extracelular e
possuem residuos de cisteinas ligados formando pontes dissulfeto. Possuem seqiiéncia de
14 residuos de aminoicidos invaridveis ¢ 18 residuos altamente conservados num

segmento de 115-130 aminoacidos que auxiliam na identificagio de proteinas ligantes a
carboidratos (Powell ef al., 1995).

% Lectinas Tipo-S

Consiste de lectinas ligantes a B-galactosideos, agora chamadas galectinas
(Barondes et al., 1994). Sdo soliveis mesmo sem a utilizagdo de detergentes (Gabius,
1994) e tém a atividade independente de calcio (Ca”), apresentam caréter acido, baixo
peso molecular € encontram-se no meio intra e extracelular.

Possuem um nuimero menor de residuos de cisteina em sua estrutura se
comparadas com as lectinas do Tipo-C. Evidéncias sugerem que estejam envolvidas, em
mamiferos, na regulagio do crescimento, adesdo e migragdo celular e tém uma importante
fungfio na neoplasia e resposta imune (Barondes ef al., 1994).

Pelo menos quatro galectinas (galectinas-1, 2, 3 e 4) tém sido identificadas, sendo
que as do tipo 1 ¢ 3 sdo as methores estudadas. Dependem de agentes redutores (ti6is) para

a atividade completa. Sao secretadas e expressas na superficie celular (Sato ez al., 1994).
% Lectinas Tipo-I

Inclui as lectinas ligantes ao acido sidlico (Powell and Varki, 1995).
Estruturalmente, as lectinas do tipo-1 pertencem a superfamilia das imunoglobulinas (IgG).
O CRD ¢ semelhante ao das IgG apresentando uma unidade estrutural compacta fornecida

por 70 a 110 aminoacidos, caracterizada por dois planos de folhas B-pregueada. Este grupo

4



agora tem pelo menos cinco membros, incluindo CD22 e a sialoadesina. Independentes de
calcio (Ca®"), sdo proteinas integrais de membrana e possuem amplos dominios
citossolicos com sitios potenciais de fosforilagdo (Powell ef al., 1995).

*,

% Lectinas do Tipo-P

E um grupo com apenas dois membros, com massa molecular de 46 e 300 kDa,
ligantes de glicoproteinas, contendo manose-6-fosfato. O CRD ndo foi estruturalmente
definido. Sdo encontradas nos aparatus do Complexo de Golgi, como também na
membrana plasmatica no caso da forma de 300 kDa, sendo responsavel pela transferéncia

de glicoproteinas para os lisossomos ¢ pela internalizagdo de ghicoproteinas extracelulares
(Ni et al., 1996).

s Pentraxinas

Sio proteinas plasmaticas, que incluem, dentre outras a proteina reativa-C (CRP).
Essas lectinas expressam-se quando ha algum processo de inflamagio ou injiria tecidual
no organismo e podem desempenbar fungbes como estimulagio da fagocitose por
leucécitos (Gabius, 1994). E composta de subunidades protéicas associadas ndo-
covalentemente em simetria pentamérica ciclica. O tamanho das subunidades sdo de 25

kDa a 30 kDa (Ni et al., 1996) e sdo dependentes de calcio (Ca®") (Tennent et al., 1994).

oA CENTRAL




1.3 - Lectinas de Plantas

Varias lectinas de plantas t€m sido isoladas e caracterizadas em detathes. Embora
consideradas uma classe muito heterogénea de proteinas, quanto as diferengas na estrutura
molecular, especificidade a carboidratos e atividade biolégica, a maioria das lectinas,
pertencem a sete grandes grupos, nomeados lectinas de legumes, lectinas ligantes a quitina,
lectinas de monocotiledOneas, proteinas inativadoras de ribossomos tipo-2 (RIP), floema

de Cucurbitaceae, familia Jacalina e Amaranthaceae (Tabela I) (Peumans e al., 1998).

Lectinas Ocorréncia Estrutura Especificidade
Moiecular
Distribuicio  N°de lectinas Tamanho do Node
Taxonomica  identificadas  Protdmero protomeros

(kDa)
Legume Legumes >100 30 ou [(30- 2Zoud Diversa
0+XJ
Monocotiledoneas Liliales >50 12 1,23¢4 Manose
Ligantes a Mono e >100 5-35 lou2 GlcNAc ou (GleNAC),
Quitina Dicotiledéneas
Tipo 2RIP Mono e >20 [30-5-s-35]° 120u4 Gal, GalNAc ou
Dicotiledéneas NeuSAco(2,6)Gal/GalNAs
Floema de Cucurbitaceae <10 24 2 (GlcNAC),
Cucurbitaceae
Familia Jacalina Moraceae <10 16 ou [(16- 2 Gal
Convalvulaceae XX Manose/Maltose
maranthaceae Amaranthaceae <10 30 2 GalNAc

Tabela I: Familias das Lectmas de Plantas: ocorréncia, estrutura molecular e especificidade®
* Protomeros sdo clivados em duas subunidades.

* Ambas subunidades sfo ligadas por pontes dissulfeto.

“Peumans ef al., 1998,



1.3.1 - Lectinas de Legumes

Referem-se a um tipo particular de lectinas de plantas que sdo encontradas
exclusivamente em Leguminoseae, que ¢ a familia mais estudada (Sharon ef al., 1990},
como demonstrado na Tabela IL.

Até o momento, varias lectinas de legumes tornaram-se ferramentas
indispensaveis na pesquisa biolégica e biomédica sendo utilizadas como proteinas
bioativas na pesquisa ¢ medicina (Van Damme e? al., 1998).

Até o presente, 100 lectinas de legumes tém sido isoladas de 70 diferentes
espécies pertencentes a varios grupos taxondmicos. Muitas lectinas de legumes t€m sido
isoladas de sementes maduras. As lectinas de legumes perfazem cerca de 10% de proteina
soltivel das sementes. Em algumas espécies, maiores concentragSes de lectina (acima de
50%) tém sido observadas, porém em outras as lectinas representam menos do que 0,1%
do total de proteinas das sementes (Van Damme ef al., 1998).

As lectinas das sementes de legumes sdo predominantemente localizadas nas
células de armazenagem do parénquima dos cotilédones; alguns estudos mostram que as
lectinas de legume estio estocadas em vacuolos (Chrispeels ef al., 1991). Podem também
ser encontradas em diferentes tecidos vegetais como folhas, caules, raizes e nodulos de
raizes, porém em concentragdo muito baixa (Van Damme ef al, 1998).

E o finico grupo de lectinas que contem cations divalentes em sitios ligantes a
metal. Cada subunidade possui jons manganés (Mn®") e cilcio (Ca’’), os quais sio
essenciais para a atividade ligante a carboidrato das lectinas. Os aminoécidos envolvidos
na ligagdo de ions Mn®" e Ca®* sdo altamente conservados em todas as lectinas de legumes
(Van Damme et al., 1998).

Algumas lectinas receberam muita atengdo devido a sua abundancia em muitas
culturas de plantas € a seu presumivel envolvimento na simbiose entre legumes ¢ a fixacdo

de nitrogénio da bactéria Rhizobium (Diaz et al., 1989).



Tabela II: Onigem de lectinas purificadas de sementes de Legumes®

SUBORDEM E TRIBO ESPECIE
Caesalpinaceae Bauhinia purpurea
Griffonia simplicifolia
Papilionaceae
Abreae Abrus precatorius
Carageae Caragana arborescens
Dalbergiae Lonchocarpus capassa
Diocleae Canavalia ensiformes
Canavalia gladiata
Dioclea grandifiora
Galageae Robina pseudoacacia
Wistaria floribunda
Genisteae Crotalaria juncea
Cytisus scoparius
Cytisussessifolius
Ulex europaeus
Hedysareae Arachis hypogaeae
Onobrychis viciifolia
Loteae Lotus tefragonolobus
Phaseoleae Amphicarpea bracteata
Dolichos biflorus
Eritring corallodendron
Glycine max
Phaseolus lunatus limensis
Phaseolus vulgaris
Psophocarpus tetragonolobus
Vigna radiata
Sophoreae Bowringia milbraedii
Maackia amurensis
Sophora japonica
Trifolieae Medicago sativa
Trifoium repens
Lathyrus ochrus
Vicieae Lens culinaris

Pisum sativum
Vicia crocca
Vicia faba
Vicia graminea
Vicia villosa

*Sharon: et al, 1990.



1.3.2 - Lectinas de Monocotiledoneas

Desde a descoberta de uma lectina com uma especificidade a manose em bulbos
de Galanthus nivalis (Van Damme et al., 1987), proteinas similares tém sido encontradas
em espécies de monocotiledoneas nas familias Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae,
Orchideae, Liliaceae e Bromeliaceae (Van Damme ef al., 1998).

Todas as proteinas de monocotiledéneas ligantes a manose sio construidas de 1, 2,
3 ou 4 subunidades de 12 kDa e exibem uma especificidade exclusiva a manose. Estas
lectinas tém recebido muita atengdo devido a sua capacidade antiviral (Balzarimi ef al.,

1992) e propriedades inseticida (Gatechouse ez af., 1990).

1.3.3 - Lectinas Ligantes de Quitina

Sdo destacadas como proteinas que contém pelo menos wm “dominio heveina”, o
qual refere-se a uma pequena proteina de 43 aminoacidos, extraida do latex da seringueira
Hevea brasiliensis (Van Parijs et al., 1991). Heveina é uma merolectina composta de um
fmico dominio ligante de quitina (Lee ef al., 1991). Algumas proteinas sdo constitnidas de
um, dois, trés ou quatro dominios, como em lectina de Phytolacca caudatus (Broekaert et
al., 1992).

Ha lectinas que sdo ligantes de quitina e desprovidas de dominios heveina, como
as lectinas da familia Cucurbitaceae (Van Damme et al., 1998). Estas lectinas estio bem
caracterizadas gragas ao trabalho pioneiro feito com aglutininas do gérmen de trigo
(WGA), que foi a primeira a ser isolada e caracterizada (Nagata et al., 1972).

Estas lectinas também s#o encontradas em Gramineae, como na tribo Triticae e no
género Brachypodium e Oryza. Todas as lectinas de gramineas estdo estruturalmente
confinadas no embrido. Além disso, as lectinas ligantes em quitina estdo presentes na
familia Solanaceae nas espécies Solanum tuberosum (batata), Lycopersicum esculentum

(tomate) e outras (Van Damme ef al., 1998).



1.3.4 - Lectinas Inativadoras de Ribossomo — Tipo 2

So quimerolectinas compostas de um polinucleotideo constituido por um
dominio adenosina glicosidase (cadeia A) o qual mantém comunicacio com um dominio
ligante a carboidrato (cadeia B) (Barbieri er al., 1993). Ambas cadeias sio sintetizadas por
uma unica molecula precursora a qual € pos-transducionalmente processada pela excisio
de uma ligagdo entre as cadeias A e B. As lectinas tipo 2RIP apesar entre as cadeias essas
lectinas diferenciam-se uma das outras pela atividade catalitica, especificidade a substrato
e pelas suas propriedades (cito) toxicas (Peumans ef af., 1998).

Estas lectinas estdo localizadas nas familias FEuphorbiaceae, Fabaceae,
Sambucaceae, Viscaceae, Ranunculaceae, Lauraceae, Passifloraceae, Tridaceae e
Liliaceac. Néo ha diividas, que o tipo-2 RIP ¢ uma superfamilia de proteinas presentes em
diferentes grupos taxondémicos (Peumans ef a/., 1998).

O tipo-2 RIP tem como exemplo as potentes toxinas Ricina e Abrina. A ricina foi
o primeiro exemplo do tipo-2 RIP que teve sua estrutura primaria determinada por métodos
quimicos, sua estrutura tridimensional resolvida por cristalografia de raios-X (Montfort ef
al., 1987), e a primeira a ser clonada (Lamb et /., 1985). Exibe grande especificidade por

galactose ¢ N-acetilgalactosamina.

1.3.5 - Familia Jacalina

Jacalina € a lectina de sementes de jaca (Artocarpus integrifolia) com
especificidade para galactose ¢ uma das mais classicas lectinas de plantas nio leguminosas.
Lectinas similares t€ém sido encontradas em outras espécies de Artocarpus e em Maclura
pomifera (Young et al, 1989). Todas as lectinas de Moracea sdo formadas por dois
protomeros idénticos. Cada protémero contém uma subunidade menor e outra maior. Até
recentemente, lectinas de Moracea forma consideradas como a menor familia de lectina as

quais ocorrem exclusivamente nesta particular familia de plantas (Peumans et al., 1998).

10



A familia jacalina também ¢é a superfamilia de lectinas ocorrendo em varios

grupos taxondmicos, sendo possuidora de uma heterogeneidade quanto & especificidade

por carboidratos.

1.3.6 - Lectinas do Floema de Cucurbitaceae

Muitas espécies de Cucurbitaceae contém aita concentragio de uma lectina que se
liga a oligdmeros de GlcNAc (Wang ef al., 1994). Estas sdo denominadas lectinas do
floema de Cucurbitaceae ¢ sdo proteinas diméricas compostas de duas subunidades
idénticas de 24 kDa. Todas as lectinas correntemente conhecidas apresentam um alto grau
de similaridade seqiiencial, mas nfio tém qualquer similaridade seqiiencial com qualquer
outra lectina de planta ou proteina, desse modo, sdo consideradas como a menor familia de

proteinas confinadas para um grupo taxondmico relativamente pequeno (Peumans ef al.,
1998).

1.3.7 - Lectinas de Amaranthaceae

A clonagem molecular € a analise por difragdo de raio-X revelaram que
amarantina, a lectina de sementes de Amaranthus caudatus ndo se assemelba a qualquer
outra lectina de planta com respeito a seqiiéncia de aminodcidos e estrutura tridimensional.
Baseado nestes dados, Amarantina é agora considerada como o prottipo de lectina da
familia amarantina. Varias outras espécies de Amaranthus contém lectinas as quais sdo

muito similares a amarantina, como A. spinosus, A. leucocarpus e A. cruentus (Peumans ef
al., 1998).
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2 - PROPRIEDADES GERAIS DAS LECTINAS

As lectinas de plantas sfo usualmente ricas em aminoacidos acidos e basicos e
pobres em aminocacidos contendo enxofre, sendo que a maioria é glicoproteinas com
contedo de agiicar variavel.

Algumas lectinas sdo classificadas como metaloproteinas, devido a necessidade de
cations tais como o calcio (Ca®”) e mangands (Mn®) para realizar sua atividade
hemaglutinante, além de conferir a essas lectinas termoestabilidade ¢ alguma resisténcia a
protedlise enzimatica (Moreira ef al., 1990). O peso molecular das lectinas de plantas
variam de 8,5 a 265 kDa como os calculados em Urtica dicica (Broekaert ef al., 1989) e
Phaseolus lunatus (Moreira et al., 1990), respectivamente.

Em geral, as lectinas de plantas sfio oligdmeros constituidos de duas ou mais
subunidades idénticas ou ndo idénticas. Porém, a estrutura tetramérica é mais comum,
como as lectinas de Canavalia ensiformis ¢ Dioclea grandiflora (Moreira et al., 1983),
ambas com subunidades idénticas.

Geralmente, as lectinas estio distribuidas por todas as partes da planta. A maior
parte, porém, € encontrada nos orgdos de armazenamento. Outras partes das plantas como
folhas, caule, raizes e flores principalmente, contém apenas uma minuta quantidade que
ndo necessariamente sdo idénticas em estrutura ou especificidade a carboidratos com as
lectinas de orgos de armazenamento (Riidiger, 1998).

Embora muitas sementes de Leguminosae representam os orgdos de estocagem,
em outras plantas suas diferentes partes servem como propésito de estocagem como em
tubérculos de batata (Solanum tuberosum), folhas de Aloe e Urtica dioica (Peumans ei al.,
1984).

A localiza¢do intracelular de lectinas tem sido debatida h4 muitos anos. Agora
aceitamos que muitas das lectinas “tipicas” que ocorrem em o6rgos de estocagem estio
localizadas em organelas celulares especiais que sfo formadas a partir dos vaciolos,
denominadas, corpos protéicos. Assum, a biossintese de lectinas segue um caminho geral

da sintese das proteinas de reserva. As vesiculas derivadas dos vacholos tém sido
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identificadas como a localizacdo para a deposi¢io de lectinas em drgos de estocagem
muito diferentes de sementes, como em casca de arvore (Baba ef al., 1991).

Uma propriedade geral de muitas proteinas que estiio diretamente envolvidas nos
mecanismos de defesa de plantas é a estabilidade a amplas faixas de pH, temperatura ¢ a
enzimas proteoliticas. Muitas proteinas que possam conferir algum grau de patogénicidade
a insetos, bactérias ou fungos, tais como quitinases ¢ glucanases {Linthorst, 1991),
inibidores de proteases (Ryan, 1990), proteinas fungicidas (Broekaert et al, 1992),
inibidores de a-amilase (Huesing et al., 1991), tioninas (Bohlmann e al., 1988) e proteinas
inativadoras de ribossomo tipo-2 (Barbieri ef ¢/., 1993) permanecem estaveis ao tratamento
que poderia inativar as proteinas celulares normais.

As lectinas de plantas, assim como, as proteinas acima relatadas, exibem uma
similar resisténcia em condiges desfavoraveis, e uma grande quantidade nio ¢ degradada
por proteases do trato digestivo animal ou de inseto (Peumans et al., 1995).

Embora muitas lectinas de plantas sdo proteinas estaveis, ha certas excegoes.
Além disso, muitas lectinas resistentes s3o degradadas na planta por proteases vegetais. Em
adigdo, alguns organismos que se alimentam de plantas também possuem proteases

intestinais que promovem a degradagio dessas lectinas (Peumans ef al., 1995).

3 - ESPECIFICIDADE DAS LECTINAS DE PLANTAS POR CARBOIDRATOS

As lectinas distinguem-se de todas as outras proteinas de plantas pela sua
capacidade em ligar-se a carboidratos simples ou complexos. Muitos comentarios
importantes tém sido feitos com respeito a especificidade das lectinas a carboidratos. As
lectinas podem também conter um segundo tipo de sitio ligante que pode interagir com um
ligante ndo-carboidrato (Peumans ez al., 1998).

As lectinas de plantas podem ser subdivididas em grupos de acordo com a
especificidade a carboidratos (Tabela III). Até décadas atrds, apenas lectinas ligantes a
manose/glicose, Gal/GalNA¢/(GleNAc),, fucose e acido sidlico eram reconhecidas. Um
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novo grupo de especificidade foi adicionado, o de lectinas de monocotiledéneas ligantes a
manose (0 qual exibe uma especificidade exclusiva para manose) (Van Damme et al,
1998). Existem ainda outros grupos de especificidade como manose/maltose como em
lectinas de Calystegia sepium (Peumans et al., 1997). Muitas lectinas nfo se relacionam a
nenhum dos grupos acima descritos, devido a nfo se ligarem a mono ou dissacarideos, mas
requerem glicans mais complexos para uma eficiente inibigfo da atividade hemaglutinante.

A especificidade por carboidratos das lectinas ¢ costumariamente examinada por
técnicas de inibigdo, na qual diferentes carboidratos so testados quanto a sua capacidade
em inibir a atividade da lectina. Esta ligag8o entre sacarideos em lectinas pode também ser
observada por métodos fisico-quimicos, como equilibric em dialise, espectrofotometria,
fluorometria ¢ ressondncia magnética (Sharon es al, 1990). As interacdes de todos os
agucares de superficie ¢ de lectinas ligantes a sitios de ligagiio a agiicar sdo usualmente
ndo-covalente, envolvendo pontes de hidrogénio, interagbes hidrofobicas e forcas de van
der Waal’s (Singh et al., 1999).

As lectinas pertencentes a diferentes familias (com estruturas diferentes) podem
ser reconhecidas pelos mesmos carboidratos, como em lectinas ligantes a manose que
ocorrem em monocotileddneas, leguminosas, ¢ na familia jacalina. Lectinas ligantes
Gal/GalNAc sio encontradas na familia de leguminosas, tipo 2RIP e na familia

Amaranthaceae.
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Tabela II: Especificidade de ligagio a carboidratos de lectinas de plantas®

ESPECIFICIDADE LECTINAS

Grupo Fucose

Fucose Ulex europaeus

Grupe Galactose/N-acetilgalactosamina

Galactose>>GalNAc Jacalina (Artocarpus
integrifoliaj
Gal=GalNAc Clerodendron trichotomum
Gal<<GalNAc Soja (Glycine max)

Grupo N-acetilglicosamina

GleNAc Gérmen de trigo (Triticum
aestivim)
(GicNAc), Urtica dicica

Grupo Manose

Manose Galanthus nivalis
Manose/Glicose Con A (Canavalia ensiformes)
Manose/Maltose Calystegia sepium

Grupo Acido Sislico
Acido Sialico Gérmen de trigo (Triticum
aestivim)
NeuSAcaf2,6)Gal/GalNAc Sambucus nigra
NeuSAcadf2,3)Gal/GalNAc Muaackia amurensis

Grupo de Glicanos Complexos
Especificidade com complexos conhecidos PHA (Phaseolus vulgaris)

Especificidade com complexos desconhecidos Euonymus europaeus

*Peumans ef al., 1998
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4 - MECANISMOS DE DEFESA DE PLANTAS

4

Diferente dos animais, as plantas ndo possuem um sistema imunoldgico pa;a a sua
defesa contra viroses € microrganismos patogénicos. Entretanto, devido a sua imobilidade
absoluta, as plantas ndo podem evitar ou escapar do ataque de predadores. Assim, elas tém
realmente um outro sisterna de defesa o qual puderam desenvolver no curso de sua
evolugdo (Peumans ef al, 1995). Muitas destas proteinas estic sendo testadas como
detergentes e repelentes contra insetos (Brattsten, 1991).

Basicamente, os mecanismos de defesa de plantas podem ser divididos em
sistemnas passivos € ativos.

O Sistema Defensivo Ative ¢ também conhecido como reagio de
hipersensibilidade, € induzido em plantas resistentes em resposta a todos grupos de
patogenos de plantas conhecidos, como viroses, bactérias, fungos e nematodos
(Cormnelissen ef al., 1993). Esta reagio de hipersensibilidade ¢ caracterizada por uma rapida
necrose localizada no sitio da infecgéo.

O Sistema Defensivo Passivo € constitutivamente expresso para antecipar um
ataque por patogenos ou predadores. S3o barreiras fisicas ¢ adapta¢des morfologicas, tais
como espessas paredes celulares, sementes cobertas, espinhos e pélos os quais agem como
obstaculos para a penetragdo dos patogenos. Outras defesas estio baseadas em adaptagdes
bioquimicas mais do que morfologicas (Peumans et al., 1995).

As plantas tém uma vasta capacidade metabdlica além de produzirem muitos
metaboélitos secundarios os quais sdo téxicos, antinutricionais ou aversivos as espécies,
tornando-se um “predador” em potencial. Os exemplos incluem as piretrinas de crisintemo
¢ alcaldides como a nicotina do tabaco. Outras classes de compostos secundarios os quais
tem sido implicados na prote¢do do ataque de insetos incluem os terpendides, esterdides,
flavandides, fendlicos, glicosideos cianogénicos, rotendides, saponinas ¢ aminoacidos nio
protéicos (Gatehouse er al., 1998). A produgdo de alguns desses compostos impde um
demonstravel custo metabolico na planta, indicado pela aptiddo reduzida na auséncia de

predacgdo; isto sugere que essa produgdo na planta é uma rtesposta seletiva para a
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alimentagdo do inseto sendo que os varios tipos de proteinas sdo toxicos (Peumans ef al.,
1995).

As evidéncias obtidas com respeito ao papel das lectinas na defesa de plantas
indicam que pelo menos algumas destas proteinas sdo importantes componentes dos
mecanismos passivos de defesa contra insetos fitofagos e animais herbivoros ¢
possivelmente contra microrganismos. Algumas lectinas podem estar envolvidas nos
mecanismos de defesa ativos, o qual deve estar relacionado com a sua afinidade por

carboidrato (Peumans et al., 1995).

5 PAPEIS BIOLOGICOS DAS LECTINAS DE PLANTAS

Os papéis biologicos das lectinas de plantas sdo ainda pouco determinados. Sua
localizagiio ultraestrutural e seu comportamento durante o ciclo de vida da planta sfo de
extrema importincia para a avaliagdo de algumas hipoteses relacionadas com suas fungdes
(Moreira et al, 1990). A admissdo que a atividade de muitas lectinas de plantas esta
orientada contra glicans exteriores foi uma importante descoberta do papel dessas
proteinas.

Varias hipoteses relacionadas com as fungdes das lectinas foram sugeridas,
baseadas em suas propriedades gerais e localizagdo. Assim, as lectinas atuam com um
papel muito importante como proteinas de reserva, como mecanismo de defesa contra
patogenos (Mirelman ez al., 1975) e na simbiose entre plantas e microrganismos.

A toxicidade oral das lectinas a animais e a0 homem tem sido observada por
envenenamento acidental de humanos por ingestio de alimentos, como feijao, mal cozidos
ou crus € por animais experimentais alimentados com dieta rica em aglutininas de
Phaseolus vulgaris (PHA) (Pusztai ef al., 1977). PHA nfo ¢ degradada ou inativada pelas

enzimas digestivas do estdmago causando hiperplasia e hipertrofia do intestino (Pusztai et

al., 1996), nauseas, vomito e diarréia.
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As lectinas também possuem fungdo repelente, algumas podem causar efeitos
indiretos em Orgdos distintos. Varias lectinas agem como fatores de crescimento do

pancreas, por modulagdo de sua atividade secretoria, causando distlirbios hormonais
(Peumans et af., 1996).

5.1 - Atividade Inseticida das Lectinas

O papel das lectinas como proteinas defensivas de plantas contra insetos
predadores foi primariamente estudada em lectinas de feijio (P. vulgaris), onde eram
responsaveis pela resisténcia dessas sementes ac ataque por coledpteras (Janzen ef af.,
1976). Estudos subseqlientes tiveram a confirmagio que muitas lectinas atuam como
inseticidas; identificadas por meio de dietas artificiais oferecidas a esses insetos.

Os invertebrados fitofagos sdc um dos primeiros grupos de organismos os quais
sdo expostos aos possiveis efeitos detrimentais das lectinas. Historicamente, o possivel
papel das lectinas na defesa de plantas contra insetos tem sido reconhecido desde 1976
quando Jazen e outros pesquisadores observaram uma atividade inseticida da lectina de P.
vulgaris quando oferecida a Callosobruchus maculatus. A indicagdo a um possivel papel
de prote¢do da lectina contra insetos estd baseada neste resultado falso-positivo, desde que
o efeito foi devido a um contaminante, inibidor de c-amilase (Huesing et al., 1991).
Posteriormente, por meio de ensaios utilizando-se dietas artificiais, outras lectinas das mais
variadas espécies tiveram seu poder inseticida também testado.

A sensitividade de diferentes espécies de insetos para a ingestio de lectina é
variavel, e a ligacdo de uma lectina ao intestino de uma dada espécie ndo necessariamente
facilita a atividade inseticida (Harper ef al., 1995). A membrana peritrofica (PM) pode agir
como um alvo em muitos insetos para a ligagdo de lectinas (Fitches et al., 2001). O epitélio
cetular ao longo do trato digestivo do inseto fitofago esta diretamente exposto ao contetido
da dieta, com isso, sdo locais especificos possiveis para a atuagdo da proteina de defesa da

planta. Desde que glicoproteinas sdo os maiores constituintes destas membranas, o lado
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luminal do intestino ¢ literalmente coberto com sitios potenciais de ligagdo para as lectinas
da dieta. Pode-se facilmente imaginar que quando ha o ligamento da lectina ao receptor da
glicoproteina ocorre um efeito deletério local ou sistémico acarretando o afastamento do
inseto, retardo no seu crescimento ou morte (Peumans et al., 1995; Powell ez al., 1998).

A toxicidade das lectinas esti baseada em sua aita especificidade de ligar-se a
receptores de moléculas as quais estdo localizadas em algum lugar no intestino do inseto,
de modo a gerar varios tipos de interagdes (Habibi ef al., 2000). Primeiro, o ligamento de
lectinas & quitina presente na membrana peritrofica de insetos, de modo a afetar a estrutura
ou a formagdo da membrana. O segundo tipo de interagdo ¢ o ligamento de lectinas a
glicoconjugados expostos na superficie das células epiteliais ao longo do trato digestivo de
insetos. Em principio, todas as lectinas que possuam um sitio complementar de liga¢do a
carboidrato para os aglicares destes glicoconjugados, podem ligar-se a superficie epitelial
se as condigbes permitirem a interagdo lectina-agtcar especifica (Peumans et al., 1995).

As lectinas de plantas podem também interferir no sistema digestivo dos insetos
por um terceiro tipo de interagdo, que consiste no ligamento lectina-glicoproteina as

enzimas digestivas do inseto de modo a formar complexos glicosilados promovendo a

inativagdo dessas enzimas.
% Lectinas ativas contra Coledplera

As lectinas toxicas a C. maculatus, uma das maiores pragas de grios estocados em
muitas partes do mundo, tém sido identificadas em subseqiientes experimentos. Cerca de
17 lectinas de plantas comercialmente acessiveis tém sido relatadas quanto seus efeitos
toxicos a bruquideos. Essas lectinas podem ser classificadas de acordo com a
especificidade para N-acetilgalactosamina/galactose (GalNAc) e aquelas para N-
acetilglucosamina (GIcNAc). Lectina de Psophocarpus tetragonolobus (GlcNAc) tem sido
toxicas a C. maculatus. Em contraste, uma lectina de Sambucus nigra com especificidade

para GalNAc (SNA-II) foi inefetiva contra o bruquideo C. maculatus enquanto uma outra
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(SNA-I), com especificidade a 2.6-neuraminil-gal/GalNAc, foi extremamente potente
(Gatehouse et al., 1998).

A raz8o para o uso de lectinas especificas a N-acetilglicosamina, esti baseada no
fato que o intestino meédio dos insetos contem quitina, um polimero de N-
acetilglicosamina, na membrana peritréfica (Richards et al., 1977). De todas as lectinas
testadas contra C. maculaius, a lectina de gérmen de trigo (WGA), com especificidade para
GlcNAc fo1 a mais potente. Além disso, foi identificado que lectinas de arroz ¢ Urtica
dioica (UDA) so toxicas a esse bruquideo, exibindo niveis similares de toxicidade para
WGA (Huesing ef al., 1991).

Outras lectinas com diferentes especificidades por carboidratos também tém
mostrado efeito toxico, como, Pisum sativum, Solanum tuberosum, Datura stramonium e
Triticum aestivum, foram efetivas no combate do bruquideo C. maculatus (Czapla ez al.,
1990), do mesmo modo que a lectina ligante a N-acetilgalactosamina de Maclura pomifera
(Murdock et al., 1990).

A especificidade dada a uma lectina ndo ¢ necessariamente um bom indicador
desta propriedade inseticida. Por exemplo, os efeitos toxicos de lectinas de diferentes
espécies, com especificidade a manose/glicose com relagdo ao bruquideo C. maculatus
diferem consideravelmente, como as lectinas de ervilha que tem pouco on nenhum efeito

toxico ou as lectinas de Dioclea spp. que sdo significantemente téxicas a esse inseto
(Gatehouse et al., 1998).

% Lectinas ativas contra Lepiddptera

Comparavelmente poucas lectinas tem sido testadas por dietas artificiais e serem
relativamente toxicas a Lepidoptera. Algumas lectinas tém sido descritas na literatura
contra Ostrinia nubilalis (Czapla et al., 1990) como as lectinas de Ricinus communis,
Bauhinia purpurea ¢ do gérmen de trigo, as quais sio especificas para GalNAc,GalNAc e
GlcNAc, respectivamente, € causaram uma mortalidade de 100% em larvas apds sete dias,

utilizando wma concentracdo de 2%. Porém as lectinas de Phaseolus vulgaris, Pisum
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sativum, Glycine max e Bauhinia purpurea a uma concentragdo de 2% ndo possuiram
efeito toxico ao lepiddptera Maruca vitrata.

Lectinas de Galanthus nivalis (GNA) com especificidade para o-D-manose e de
Canavalia ensiformes (Con A) a qual liga-se a residuos de glucose ¢ manose, tém
mostrado exercer efeito detrimental sobre larvas de Lacanobia oleraceae, que € um
membro economicamente importante das pestes de Lepidopteras (Gatehouse ef al., 1999).
Estudos com outras lectinas com diferenciada especificidade por carboidratos tém sido
realizados para a observago de seus efeitos sobre uma peste de legumes, Maruca vitraia.
Lectinas como Allium sativum (Man), Calystegia sepium (Man/Mal), Pisum sativum
(Man/Gle), Bauhinia purpurea (Gal/GalNAc), Urtica divica (GleNAc), Maackia
amurensis (acido sialico) e Colchium autumnale (glicans complexos) promovem um

retardo no desenvolvimento do lepidoptera M. vitrata (Machuka et al., 1999a,b).

% Lectinas ativas contra Homoptera

A atividade inseticida de lectinas contra homopteras esta recebendo muita atengéo.
Powell e colaboradores (1993) usaram dietas artificiais para testar uma série de lectinas
contra Nilaparvata lugens, a qual é uma importante peste de arroz da Asia, ¢ embora
algumas lectinas (ervilha ¢ tomate) ndo tiveram efeito na sobrevivéncia desses insetos,
outras tiveram um decréscimo significativo. As duas proteinas testadas mais efetivas foram
GNA (manose especifica) e WGA (GlcNac) causando uma mortalidade de 80%.

Habibi et al. (1993) realizou outros ensaios para identificar lectinas as quais
poderiam ser adequadas no controle de Empoasca fabae; as lectinas testadas foram
especificas para glicose-manose, GlcNAc ou GalNAc. Das lectinas testadas as que
causaram uma maior redugiio da sobrevivéncia foram as lectinas de jaca, ervilba, lentilha,
além de PHA e WGA. GNA também promoveu uma significante redug@o no crescimento

de Myzus persicae e reduziu significantemente a fecundidade das fémeas sobreviventes
(Sauvion et al., 1996).
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% Lectinas ativas contra Diptera

Muitos relatos dos efeitos de lectinas de plantas a insetos tém sido relacionados a
insetos fitofagos. Recentemente, os efeitos de lectinas de plantas em larvas de Lucila
cuprina tem sido testada na tentativa de identificar possiveis controles estratégicos desta
peste (Eiseman ef al, 1994). E nesses estudos demonstraram que WGA (GlcNAs
especifica) ¢ Con A (glicose/manose especifica) causaram uma inibigdo concentragfo-
dependente do crescumento larval das larvas desse inseto.

Os efeitos deletérios causados pelas lectinas poderiam ser prevenidos pela

presenga de agucares inibitorios apropriados, sugerindo uma alta interagio especifica.

5.2 - Atividade Antiviral das lectinas de Plantas

Viérias lectinas de plantas exibem um efeito inibitorio i vitro em viroses animal e
humana. Por exemplo, 2 lectina ligante a quitina de Urtica dioica e as lectinas das espécies
Amaryllidaceae e Orchidaceae sdo potentes inibidores de infecgdes de células alvo com
retroviroses tais como o virus da imunodeficiéncia humana (HIV) e o citomegalovirus
(Balzarini ef al,1992).

Até agora, porém, nenhuma lectina — com excegdo da 2RIPs — tem exibido
qualquer efeito inibitério na infecgdo ou espalhamento de viroses de plantas em
hospedeiros sensiveis. A caréncia de evidéncias n3o deve significar que as lectinas néo
estejam envolvidas na prote¢do de algumas plantas contra viroses (Peumans et al., 1995).
Ainda ha a possibilidade que algumas plantas possam ter um papel antiviral indireto.
Porém, a presenga de lectinas inseticidas pode prevenir e/ou reduzir o espalhamento de

doengas virais transmitidas por insetos.
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5.3 - Atividade Bactericida das Lectinas de Plantas

A parede celular das bactérias ndo apenas permite qualquer interagdo entre
glicoconjugados em suas membranas ¢ proteinas ligantes a carboidratos, como também
impede que estas proteinas penetrem no citoplasma. As lectinas de plantas ndo podem
alterar a estrutura e/ou a permeabilidade da membrana ou afrapalhar os processos
intracelulares normais de invasdo de microbios.

O processo utilizado pelas lectinas de plantas na defesa contra bactérias, esta
relacionado a um mecanismo indireto baseado nas interagdes com carboidratos presentes
expostos na parede celular ou polissacarideos extracelulares. Um dos primeiros exemplos
documentados é a interagiio da bactéria Pseudomonas solanacearum ¢ a lectina de batata.
Experimentos in vitro demonstraram que apenas amosiras nao virulentas foram
reconhecidas e aglutinadas pela lectina purificada, ¢ as amostras virulentas no reagiram
devido 4 presenga de polissacarideos extracelulares (Sequeira ef al., 1977).

Recentes observagdes com considerada ligagdo de lectinas de plantas aos
componentes da parede celular bacterial (tal como acide murdmico, &cido N-
acetilmuraminico ¢ muramil dipeptideos) revelaram que as lectinas de sementes de varias
espécies de leguminosas fortemente interagem com aqueles carboidratos da parede
bacteriana (Ajouba et al., 1994). Algumas lectinas tém a capacidade em reconhecer ¢
imobilizar bactérias atuando como um importante processo de resisténcia destas plantas a
infecgdo. As lectinas tém sido indiretamente envolvidas com a resisténcia de Phaseolus

vulgaris e tomate no reconhecimento e encapsulagéo bacterial (Moreira ef al., 1991).
5.4 - Atividade Fungicida das Lectinas de Plantas

Ja que as lectinas de plantas ndo podem se ligar a glicoconjugados nas membranas
fungicas ou penetrar no citoplasma das células devido & presenca de uma parede celular
rigida e espessa, uma interferéncia direta no crescimento e desenvolvimento destes

organismos (por uma alteragdo da estrutura e/ou permeabilidade da membrana ou um
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distarbio dos processos intracelulares normais) parece improvavel. Porém, os efeitos
indiretos baseados na ligagdo de lectinas a carboidratos expostos na superficie da parede
celular fiingica sdo possiveis (Peumans ef ai., 1995).

Devido a sua especificidade, as lectinas ligantes a quitina parecem ter um papel na
defesa de plantas contra fungos (¢ insetos). Estudos in vitro, demonstrando que WGA
inibia a germinacfio de esporos ¢ ¢ crescimento de hifas de Trichoderma viridis ¢ interfere
na sintese de quitina (Mirelman ez ai., 1975). Isto suporta fortemente a idéia que estas
lectinas protegem as plantas contra fungos a levam a formulagdo da hipotese atrativa que o
papel fisiologico de WGA consiste do controle de patdogenos fungais contendo quitina
durante a germinacdo e crescimento do trigo (Mirelman ef al., 1975).

Varios tipos de proteinas de plantas fungitoxicas, as guais ndo sdc comumente
tidas como lectinas, possuem wmn dominio ligante a quitina com homologia seqiiencial para
as lectinas ligantes a quitina. Um exemplo, ¢ um pequeno peptideo (30 residuos de
aminoacidos) ligante & quitina de sementes de Amaranthus caudatus, as quais possuem
uma potente propriedade fungicida (Brockaert et al., 1992).

Podemos concluir que ha relativamente poucas evidéncias para um papel direto ou
indireto das lectinas na defesa de plantas contra fungos. Isto poderia ser esperado, desde
que a estrutura de parede de fungos patdgenos quase impede um sistema de defesa de
plantas baseado em proteinas. Isto ndo surpreende, de modo que apenas lectinas com um
tamanho relativamente pequeno tém sido encontradas interferindo com o crescimento in
vitro de fungos. O sistema de defesa ativo, baseado na reagdio de hipersensibilidade e
produgéo de antibioticos {(ou peptideos antimicrobianos), sdo os melhores controladores do

ataque de microbios a plantas (Peumans ef af., 1995).

5.5 - Agregacio Plaquetiria

A agregacéio plaquetaria ¢ mediada por pelo menos trés diferentes mecanismos. O
primeiro envolve a liberagdo de ADP (Born, 1962) e, durante algum tempo, acreditou-se

que este fosse capaz de mediar a agregacfo causada por todos os demais agentes
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agregantes. Entretanto, o fato do ATP (um verdadeiro antagonista do ADP) néo inibir a
agregagio induzida por agentes (Macforlane and Mills, 1975) mostrou que drogas podem
induzir 0 processo por outros mecanismos que ndo a liberagdo de ADP. Além disso, a
combinagio de fosfato de creatina pela creatina fosfoquinase (CP/PPK) pode impedir a
agregacio induzida pelo ADP convertendo-o em ATP. O segundo mecanismo, mediado
pelos metabolitos do acido araquiddnico (AA), particularmente o tromboxano A; (TXA;) €
deflagrado por potentes agentes agregantes como o tromboxano, colageno, convulxina ¢
pelo proprio ato de agregagdo, € pode ser bloqueado pela aspirina (AAS) pela inibigéo da
via da ciclo-oxigenase. No entanto, nem a inibigdo da via tromboxana (pela AAS) nem da
via ADP (pelo CP/CPK), nem de ambas conjuntamente, mostrou-se capaz de inibir a
agregagdo causada por altas concentragBes de trombina ou ionoforo de calcio (A 23187) ou
convulxina (Vargaftig ef al., 1981).

O PAF (fator ativador de plaquetas), uma lisofosfatidilcolina capaz de agregar
plaquetas por uma via independente da ciclo-oxigenase (Chignard et al, 1979) foi
postulado como mediador desta terceira via. Entretanto, nem a utilizagdo de antagonistas
seletivos do PAF, nem a prévia deplegdo do conteiido granular de plaquetas (Adnot et al.,
1987), sdo capazes de impedir a posterior agregagao plaquetaria induzida, utilizada pela
convulxina ou pela trombina.

A serotonina (5-HT) agrega plaquetas humanas em concentragdes micromolares
(1M), mas este efeito (como outros desta amina) € variavel ¢, de forma geral, reversivel e
dependente de espécie animal (Mitchell, 1975). O receptor para 5-HT esta ligado a
ativagdo da PLAC e de sua ativagdo resulta a quebra do fosfoinosotideos, aumento de Ca™
¢ fosforilagdo.

Com os relatos acima, tem-se procurado outras fontes que atuem direta ou
indiretamente sobre a agregacdio plaquetaria. Uma dessas fontes sdo lectinas as quais
possuem a capacidade de ligar-se a carboidratos, de modo a ligar-se a plaquetas. Essa
habilidade em ligar-se a glicoproteinas tem sido utilizada para facilitar a purificagdo e
identificacdo de glicoproteinas de plaquetas. Um exemplo, ¢ a lectina lentilha que liga-se a

superficie de plaquetas mas no estimula a agregacao plaquetaria (Ganguly et al., 1980). A
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fitohemaglutinina (PHA) (Maijerus ef al., 1972) e a aglutinina de gérmen de trigo (WGA)
(Ganguly et al., 1980), nio apenas se ligam a superficie de plaquetas mas mediam tanto a
secrecdo € a agregagio plaquetaria.

O mecanismo de agregagio plaquetaria induzida por lectinas € inibida por lactose,
a qual também bloqueia a hemaglutinagio por lectinas. Deste modo, 0 mesmo sitio onde as
moléculas de lectina, a qual media a ligagfo a superficie de eritrocitos, também parecem
mediar a interagio com a superficie da plaqueta (Olgivie ef al., 1989).

Por ligamento integral de glicoproteinas da membrana, as lectinas parecem iniciar
um estimulo o qual ¢ transduzido via receptores de plaquetas causando a agregacdo
plaquetaria. A resposta da plaqueta para este estimulo culmina na secre¢io a qual provoca
a agregacio (Olgivie ef al., 1989).

6 - PLANTAS TRANSGENICAS

A protegio de colheitas representa um papel vital e integral na produgio agricola
nos dias atuais. O aumento da demanda de produgdo e a imtemsificagdo das praticas
agricolas, particularmente no mundo em desenvolvimento, tém aumentado o problema de
pestes, e, portanto, o controle (Gatehouse ef al., 1998).

Até o presente, o controle de pestes estd primariamente dependente do uso de
agroquimicos além de possuirem uma menor extensfo para uma variedade resistente, com
métodos de controle biologico sendo sucessivamente empregados apenas em poucos casos
especificos. Muitos casos t€ém resultado em um rapido aumento da resisténcia a insetos a
tais compostos, como ilustrado a rapida resisténcia a inseticidas organoclorados por
Heliothis virescens (Gatehouse et al., 1998).

O aumento da publicidade e o interesse sob o generalizado uso de inseticidas
quimicos tem resultado em uma grande quantidade de pesquisas a métodos de controle de

insetos nfo tdo nocivos ao ambiente. T30 bem como os efeitos toxicos em animais de
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grande porte observados com alguns pesticidas ¢ inseticidas quimicos podem também ter
efeitos detrimentais nas espécies de insetos benéficos (Down et al., 2000).

A administragio de pestes integradas combina varios sistemas de controle,
incluindo pesticidas quimicos, embora o controle bioldgico, usando predadores naturais e
parasitoides de culturas ¢ usualmente o elemento chave (Down et al., 2000).

Culturas transgénicas resistentes a insetos t€m sido produzidas por muitas culturas
economicamente importantes no mundo incluindo o milho, algodéo, arroz ¢ batata. Embora
muita atengdo tem sido focada em genes resistentes a insetos de origem bacteriana,
primariamente aqueles codificados por toxinas de Bacillus thurigiensis, outros recursos de
produtos de gene potencialmente inseticidas tém sido examinados, incluindo as proteinas
defensivas de plantas {Fitches ef al., 2001).

O objetivo na produgdo de plantas transgénicas expressando genes de lectinas tem
sido primariamente para a protegdio de culturas ¢ para explorar a agdo inseticida das
lectinas. Estes experimentos tém proporcionado evidéncias diretas que as lectinas podem
atuar como uma protecdo da planta contra insetos predadores (os quais ndo poderiam ser
feitos por estudos em dietas artificiais), e oferecem a possibilidade de ser investigado como
as lectinas agem em associagdo com outros compostos defensivos presentes nas plantas
(Gatehouse ef al., 1998).

Em casos em que o isolamento de uma lectina potencialmente proveitosa pode ndo
ser realizada devido a razbes praticas, uma pesquisa biotecnologica pode resolver o
problema. O gene da lectina clonado pode ser transferido ¢ expressado em um sistema
heterogéneo. Em plantas transgenicas, tanto levedura como bactéria podem ser utilizadas
como um sistema de expressio para as lectinas de plantas. O sistema de expresséo bactenal
oferece varias vantagens importantes. Suas transformacdes sdo relativamente faceis ¢ as
culturas podem crescer e ser mantidas sob controle laboratorial (Peumans ef al., 1998).

Nédo ¢ evidente que as lectinas bacteriais recombinantes femham as mesmas
propriedades como as lectinas de plantas originais. As lectinas de plantas maduras sdo o
resultado de modificagdes pos-transducionais. As bactérias sdo- incapazes de realizar

algumas dessas modificagbes (glicosilagdo, clivagem proteolitica, formacdo de pontes
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dissulfeto intramoleculares) e, assim, podem acumular uma lectina recombinante que
difere de sua forma nativa (Peumans ef al., 1998).

A lectinz ligante a manose de Galanthus nivalis (GNA) € toxica a importantes
pestes de insetos incluindo homoptera, lepidoptera e coledptera, quando incorporadas na
dieta artificial. GNA afeta a populagio pela inibicdo do desenvolvimento e diminuigio da
fecundidade de ambos afideos dulacortum solani e Mysus persicae (Down et al., 1996),
além de promover outros efeitos aos demais insetos.

Devido as propriedades entomotoxicas de GNA, seu gene (gene gna) tem sido
introduzido em variadas especies de plantas (mono e dicotileddneas). Em tabaco e batata o
gene tem conferido acentuade nivel de resisténcia a Lacanchia oleraceae e afideos
(Fitches ef al., 1997), e em arroz e frigo o gene confere resisténcia a Nilaparvata lugens ¢
afideos, respectivamente (Rao et a/., 1998).

Desde que homépteras se alimentam do floema, a expressio de GNA na seiva do
floema foi objetivada em tabaco e em arroz pela utilizagdo de promotor especifico para
floema do gene sacarose sintase de arroz (RSs1) (Rao er al., 1998). O arroz transgénico
expressando GNA tem obtido moderados niveis de resisténcia a Nilaparvata lugens,
irrespectiva a promotores especificos ou constitutivos. Ambos promotores resultam na
acumulagdo de GNA em tecidos ndo lignificados, com especifica expressio em tecidos
vascular ¢ epidermal sendo observado com promotor constitutivo. A expressio de GNA

em batatas tem mostrado resisténcia ao afideo Mysus persicae (Gatehouse ef al., 1996) e a

Aulacorthum solani (Down ef al., 1996).
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II - OBJETIVOS

A presente trabalho teve por objetivo fazer um estudo das sementes de Annona

coriacea, com éEnfase a lectinas presentes nessas sementes. Dentre os objetivos

destacamos:

.
0‘0

L
0‘0

.,
Q’Q

Isolar uma lectina de A. coriaceaq,

Realizar a caracterizagdo fisico-quimica desta proteina, por meio de técnicas
cromatograficas, eletroforéticas, analise e composicdo de aminoacidos;

Verificar a especificidade desta proteina para agtcares e diferentes tipos sangiiineos;
Estudar a estabilidade dessa proteina, submetendo-as a condicdes variadas de pH,
ternperatura, agentes quelantes, enzimas proteoliticas e agentes desnaturantes;
Verificar a atividade dessa proteina na agregagio plaquetaria;

Verificar a atividade fungicida dessa proteina;

Verificar a atividade inseticida dessa proteina.
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IIf - MATERIAIS
1- SEMENTES E ARVORE DE Annona coriacea

As sementes de Annona coriacea, também conhecida como Marolo ou Araticum-
do-campo, ¢ uma espécie pertencente a familia Anmonacea. E uma planta decidua,
heliofita, seletiva xerdfita, floresce durante os meses de novembro-janeiro e amadurecem
no periodo de novembro-dezembro. Estdo amplamente distribuidas pelos cerrados dos
estados da Bahia, Sdo Paulo, Minas Gerais, Goias, Mato Grosso € Mato Grosso do Sul
(Lorenzi, 1992).

A arvore pode atingir de 3 a 6 metros. As folhas so simples, coriaceas e pilosas
na parte inferior. Sua madeira € leve ¢ mole, geralmente utilizada em ornamentagio e
paisagismo, principalmente na arborizagfo. Os frutos sfo comestiveis, tanto ao natural
como na forma de suco, sendo inclusive cultivados em muitos pomares domésticos. As
sementes ndo possuem especificidade determinada (Lorenzi, 1992).

As sementes de Marolo utilizadas neste trabalho foram coletadas no cerrado da

regido de Trés Lagoas — Mato Grosso do Sul.



Figura 1: Arvore e sementes de Annona coriacea
(Lorenzi, 1992).




2 - INSETOS

Para o estudo da atividade inseticida da lectina de 4. coriacea. foram utilizados os
insetos Callosobruchus maculatus (coledptera) e Anagasta kuehniella (lepidoptera).

O inseto Callosobruchus maculatus € o principal inseto predador de grdos
estocados, principalmente as variedades de feijdo (Vigna unguiculata e Phaseolus

vulgaris). E uma espécie pertencente a ordem Coledptera, da familia Bruchidae (Figura 2).

Figura 2: Macho e fémea de Callosobruchus maculatus

infestando grios de feijdo (Foto de Tecnigran).

O inseto Anagasta kuehniella 7. (Figura 3) ¢ um dos principais predadores de
produtos armazenados como milho (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza
sativum) e amendoim (Arachis hypogea). Porém mostra uma preferéncia alimentar para
farinhas. farelos e outros produtos deixando-os, na maioria das vezes, imprestaveis para o
consumo. E uma espécie pertencente a ordem Lepidoptera, da familia Pyralidea (Gullan et
al., 1994),

Lk
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Figura 3: Inseto ¢ larva de Anagasta kuehniella (Foto T. J. Kawecki).

As colonias foram mantidas no Departamento de Ciéncias Naturais, do Centro
Universitario de Trés Lagoas, da Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, no

Laboratorio de Purificacdo de Proteinas e suas Fungdes Biologicas (LPPFB).



3 - REAGENTES

e

% Carboidratos

Os carboidratos utilizados: D-frutose, D-galactose, D-galactosamina, D-glucose,

D-glucosamina, D-lactose, D-maltose, D-manose, rafinose e N-acetil-glucosamina
(Sigma).

e

% Reagentes para Eletroforese

Os reagentes uﬁlizédos: acrilamida, metilenobisacrilamida, TEMED, SDS,
Coomassie Brilliant Blue R-250 e persulfato de amdnio foram adquiridos da Bio-Rad
Laboratories. Os padrdes de massas moleculares fosforilase b (94 kDa), albumina sérica
bovina {67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica (30 kDa), inibidor de tripsina
de soja (20 kDa) e a-lactalbumina (14 kDa) sdo procedentes da Pharmacia Fine Chemical.

s  Resinas

As resinas de exclusio molecular Sephadex G-75 foi adquiridas da Pharmacia
Fine Chemicals. A coluna C18 do sistema HPLC utilizada foi adquirida da Waters; a do
sistema FPLC foi a Superdex G-75 da Amersham-Pharmacia.

Todos os demais reagentes foram de grau analitico ou HPLC.



IV - METODOS

i - PREPARACAO DA FARINHA

As sementes de A. coriacea foram beneficiadas ¢ passadas em moinho para
obtengio de uma farinha de fina granulagdo. Devido & presenga de altas quantidades de
lipidios nas sementes, foi realizado o processo de delipidagdo utilizando hexano. Apos
secas, a farinha foi armazepada em freezer a uma temperatura de —20°C, para posterior

utilizagao.

2 - OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO (EB)

O extrato bruto foi obtido pela extragdo da farinha de sementes de A. coriacea
utilizando tampio fosfato de potassio monobasico 0,1 M, pH 7,6 (1:6 w/v) em constante
agitagdo por um periodo de 2 horas. O homogeneizado obtido foi centrifugado a 6,000 x g
por 30 minutos. Apos a centrifugagio foi obtido um sobrenadante, denominado extrato
bruto (EB), o qual foi dialisado por 48 horas contra dgua e em seguida liofilizado e

utilizado nas etapas de purificagéio posteriores.

3- PURIFICACAO DA LECTINA ACLEC
3.1 - Cromatografia de Exclusio Molecular Sephadex G-75

Coluna de gel filtragio, Sephadex G-75 (3,0 x 50 cm) foi montada a temperatura
ambiente e equilibrada em tampio fosfato de potassio monobasico 0,1 M, pH 7.6,
contendo 0,1 M de NaCl. Em segunida, foram aplicadas 400 a 500 mg do extrato bruto
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liofilizado Foram coletadas fragdes de 3,0 ml por tubo, com fluxo de 40 mi/h, efetuando-se
a leitura das mesmas em espectrofotdmetro, a 280 nm. Fm seguida foi realizado e ensaio

de hemaglutinagfio, para detecciio de lectinas.

3.2 - Cromatografia de Fase Reversa (Sistema HPLC)

A fragdo com atividade hemaglutinante (ACL-2) oriunda da coluna de exclusio
molecular foi submetida a cromatografia em fase reversa em coluna p-Boundapak C-18
(3,9 x 30 cm) acoplada ao HPLC (Waters).

A coluna foi equilibrada com solugio de TFA 0,1% em 4gua obtida por sistema
Milli-Q (solvente A). A elui¢do foi realizada por gradiente de TFA em ACN (solvente B)
sob fluxo constante de 2,0 mi/min. O pico proveniente da cromatografia na coluna C18
teve sua atividade testada através de ensaio de hemaglutinagdo e analise de pureza em
SDS-PAGE.

3.3 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Presenca de SDS

A cletroforese em gel de poliacrilamida contendo SDS (PAGE-SDS) foi
desenvolvida segundo método de Laemmli (1970). A concentragio utilizada para o gel de
corrida (gel de separagdo) foi de 12,5% de poliacrilamida (proporgdo 30:0,8 de
acrilamida:bisacrilamida) preparada em tampéo Tris-HC1 0,1 M, 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 ml para
cada gel. Apds a polimerizagio do gel de corrida, foi preparado o gel superior (gel de
aplicagdo) para aplicagio das amostras. Para sua preparagdo foram utilizados 5% de
acrilamida em 0,1M de tamp@o Tris-HCI, pH 6,8, contendo 0,5% de SDS, 0,025% de PSA
(100 mg/ml) € 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).
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As amostras foram dissolvidas no tampéo de amostra (tampéo Tris-HCI 0,08 M,
pH 6,8, contendo 10% de glicerol, 0,002% de bromofenol e 2% de SDS). Para a
preparagio das amostras reduzidas foi empregado uma solugdo de 1 M de ditiotreitol no
mesmo tampio, e em seguida aquecidas por 2 minutos.

A corrida eletroforética foi realizada em temperatura ambiente, em tampao Tris-
HC1 0,025 M, glicina 0,18 M, pH 8.3, contendo 0,1% (m/v) de SDS com duragdo de,
aproximadamente, 2 horas sob corrente de 30 mA.

O coloragio da placa, apds a corrida foi feito em uma solugo de Coomassie Blue
R-250 0,25% dissolvido em metanol, &cido acético ¢ agua destilad (4:1:5; v:v:v) durante 2
horas. A remocdo do excesso de corante para melhor visualizagdo das bandas de proteinas

foi efetuada por lavagem numa solugdo descorante, contendo metanol, acido acético ¢ agua
destilada (4:1:5; viviv).

4 - DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR RELATIVA

A massa molecular relativa da lectina ACLEC foi determinada por FPLC-
Pharmacia, utilizando uma coluna de filtragdo em gel Superdex G-75 (Pharmacia),
equilibrada com tampéo bicarbonato de amdnio 0,2 M, sob fluxo de 0,3 ml/min, calibrada

com proteinas de massas moleculares conhecidas e assim, foi possivel obter uma curva de
calibrago.

5 - DOSAGEM DE PROTEINAS

A concentragio protéica da amostra foi determinada pelo método de Bradford
(1976). A concentragio de proteina foi avaliada utilizando-se albumina sérica bovina como
padrio. O método consiste de 100 ul da amostra mais 2,5 ml da solugdo de Bradford. A

jeitura foi realizada 10 minutos apds o inicio da reagdo a 595 nm.
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6 - DOSAGEM DE CARBOIDRATOS

A proteina foi submetida ac método de Dubois ef al. (1956) para determinacio da
porcentagem de carboidratos utilizando como padrio glicose.
O método consiste em uma relagio de 10 ul de amostra para 990 ul de agua, com

25 ul de Fenol 80% e 2,5 ml de acido sulfarico (H,S80,). A leitura foi realizada a 490 nm.

7 - ANALISE AUTOMATICA DE AMINOACIDOS

O sistema utilizado foi do analisador “Pico-Tag” da Waters, onde a identificagdo
dos aminoaciso foi feita afravés da cromatografia em HPLC do produto feniltiocarbamil do
aminoacido, proveniente da derivatizagdo com feniltiocianato dos aminoacidos obtidos de
hidrolise dcida. Estas formas de cromoforos podem ser detectadas em concentrages de 1,0

pmol.

7.1- Preparacio da amostra

% Hidrolise Acida

Esta etapa foi afetuada no fundo do frasco de reagdo 100 pl de uma solugdo de
HC1 6,0 M, ACLEC, além de 1,0 mg/ml de fenol para evitar a formagédo de clorotirosina.
Em segumida fo: feito vacuo proximo de 1-2 torr até imicio do borbulhamento do HCL
Fechado o vacuo, deixou-se entrar nitrogénio (SS-ultra puro) por 5 seg. Esta etapa foi
repetida por 3 vezes. A amostra foi levada ao forno de hidrélise, a 105°C, durante 24 horas.
Apos este periodo o tubo de reagéo foi colocado a vacuo até 65 militorr para secagem da

proteina hidrolisada.
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< Derivatiza¢do

Em ACLEC foi adicionado 20 p! de uma solugdo de metanol:agua:trictilamina,
2:2:1 (v/v). Cada tubo foi agitado, centrifugado e colocado a evaporar em VAcuo até 65
militorr. Este procedimento remove sais € solventes, adsorvidos nos aminoacidos. Uma
solucio fresca de derivatizaglo foi preparada com
metanol -trietilamina:agua:feniltiocianato, na proporgdo 7:1:1:1 vfv, sendo adicionados 20
ul a cada tubo de reagdo e deixados a temperatura ambiente por 30 min. ApoOs a
derivatizagdo a amostra foi seca a vacuo até 50 militorr, para completa remogdo de todo a
PITC. A amostra foi dissolvida em 50 pl de uma solugéo 0,4 mM de tampéo fosfato de
sédio contendo 0,05 M de acetonitriia.

A analise dos aminoacidos PITC foi realizada em HPLC, usando coluna C18 u-
Bondapak (3,9 mm x 15 cm) em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear de
0 a 100% de acetonitrila 60% por 21 min. A identificagéio de cada aminoéacido foi feita em

relagdo a uma corrida padréo de aminoacidos PITC.

8 - DETERMINACAO DA ESTRUTURA N-TERMINAL
8.1 — Eletroforese em gel de poliacrilamida e transferéncia

A eletroforese em gel de poliacrilamida foi realizada em condigdes despaturantes,
de acordo como descrito por Laemmli, 1970. O material foi separado em um gel PAGE-
SDS a 12,5%, sendo a separagdo realizada a 15 mA em sistema de miniplacas Hoefer SE
250. Ap6s a corrida, foi realizado a eletrotransferéncia de ACLEC para uma membrana de
PVDF (polivinildilenodifluoreto), usando uma corrente de 400 mA por 60 min sob
resfriamento 3 10°C. O tampfo de transferéncia foi preparado como 2,2 g de 3-ciclohexil-
amino-1- acido propanosulfonico (CAPS) em 900 ml de agua, sendo titulado a pH 11 com
NaOH 2 N ¢ o volume final elevado a 1L com 100 ml de metanol. Ao final da
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transferéncia, a membrana foi corada com Coomassie blue R-250 por 2 minutos e
descorada em solugdo descorante, para evidenciamento das bandas protéicas. O material de

interesse foi selecionado para posterior seqiiéncia.
8.2 — Procedimento da Segqiiéncia

A seqii€ncia direta do N-terminal foi realizada com a transferéncia da proteina da
membrana de PVDF para o seqiienciador automatico Procise. Os aminacidos fenildantoina
(PTH) foram identificados pela comparagido de seus tempos de retengdo com aqueles 20
amino4cidos padrdes. Peptideos cotendo '*C-CM-cisteina foram monitorados para detectar

a radioatividade usando um cintilador (Beckman model L-250).
8.3 — Pesquisa da Homologia Sequenciai

A seqiiencia N-terminal de ACLEC foi pesquisada, quanto a sua homologia com

outras lectinas de seqiiencias usando os servigos eletronicos BLAST-NCBL

9- ENSAIOS BIOLOGICOS
9.1 - Obtencéo de Eritrocitos

Amostras de sangue, humano (A, B, AB ¢ O) e de animais foram coletados em
solugdo de Alsever’s (2,05 g de glicose, 0,80 g de citrato de sédio, 0,42 g de cloreto de
sédio, para 100 ml de agua destilada, pH entre 6,1 € 6,5, ajustado com 4cido citrico).

Para o uso, o sangue coletado foi centrifugado pelo menos trés vezes com NaCl
0,15 M a 1000 rpm por 5 minutos. O sobrenadante foi desprezado, e a lavagem dos
eritrocitos foi prosseguida. O objetivo da lavagem é retirar o anticoagulante e o excesso de

proteinas presentes no plasma.
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9.2 - Padronizacio de Eritrocitos

Os eritrocitos coletados foram lavados até obtengdo do sobrenadante limpido e
ressuspenso em pequeno volume de salina 0,15 M. Aliquotas de 0,5 m! foram retiradas e

adicionadas em 25 mi de NaCl 0,15 M e utilizados em ensaios de hemaglutinagdo (2%).
9.3 - Determinacio da Atividade Hemaglutinante (HA)

Para a determinagio da atividade hemaglutinante foram utilizadas placas de
microtitulacio contendo 8 fileiras com 12 pogos cada, nos quais foram adicionados 50 ul
de NaCl1 0,15 M.

Em seguida, foram adicionados 50 pl de ACLEC no primeiro pogo, com agitagdo
e transferéncia de 50 pl para o pogo seguinte e sucessivamente até o ltimo pogo da mesma
fileira, quando necessario, a diluigdo teve prosseguimento na fileira seguinte. Terminadas
as diluicdes das amostras, foram adicionados 50 pl da suspensio de eritrocitos
padronizados a 2% (v/v). As placas foram incubadas em estufa a 37°C por no minimo 1
hora, com posterior observagio do titulo, o qual ¢ dado pelo mverso da diluicdo que

apresenta aglutinagéo total.
9.4 - Ensaio de Inibicdo da Atividade Hemaglutinante

Em placas de microtitulagio foram adicionados 50 pl de NaCl 0,15 M em cada
pogo. Em seguida, foi adicionado 50 pl do carboidrato (em concentragdes de 100 mM) no
primeiro pogo, com agitagdo e transferéncia de 50 pl para o pogo seguinte €
sucessivamente até o Tiltimo pogo da mesma fileira, ¢ em seguida foi adicionado em cada
pogo 50 ul de ACLEC. As placas foram mantidas em repouso por no minimo 30 minutos e
apos esse tempo foram adicionados 50 pl da suspensdo de eritrcitos padronizados a 2%
(v/v) em NaCl 0,15 M. As placas foram incubadas em estufa a 37°C por no minimo 1 hora.

Os controles utilizados (negativo e positivo) constaram de 50 pl da solugdo do carboidrato
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ou ACLEC, 50 pl de NaCl 0,15 M e 50 ul de suspensdo celular, repectivamente. A leitura
fo1 feita em seguida de modo a determinar qual agicar teve atividade inibitéria sobre a

atividade hemaglutinante.

10- CARACTERIZACAQ FiSICO-QUIMICA
10.1- Estabilidade em Relacio ao pH

Aliquotas de ACLEC (com titulo minimo de 5) foram separadas em eppendorffs e
diluidas em tampdes com os pHs variando de 2,0 a 10,0, e em seguida foram incubadas em
banho-maria a 37°C por 1 hora. Apés este periodo, foram retiradas e equilibradas com
NaOH ou HCl até o pH se estabilizar entre 7,0 e 8,0. Em seguida, prosseguiu-se o ensaio
de hemaglutinagdo, cada amostra foi testada em triplicata.

10.2 — Estabilidade Térmica

Aliquotas de ACLEC (com titulo minimo de 5) foram preparadas em appendorffs
e diluidas em NaCl 0,15 M. Em seguida, cada amostra foi submetida a diferentes
temperaturas variando de 37°C a 100 °C por cerca de 30 minutos. Apos o término, as
amostras tiveram suas temperaturas estabilizadas em banho de gelo. O teste de
hemaglufinagdo foi realizado como no ensaio citado anteriormente. Cada amostra foi

testada em triplicata.
10.3 - Agentes Quelantes-fons Divalentes

Primeiramente, ACLEC (com titulo minimo de 35) foi diluida em NaCl 0,15 M, e
acondicionadas em eppendorffs. Em placas de microtitulagio, foi adicionado em cada pogo

50 pl de NaCl 0,15 M e 50 pl de EDTA 25 mM ou EGTA 25 mM em diluigSes seriadas, e
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em seguida adicionou-se a lectina, deixando em incubagiio por 30 minutos. Apos esse
periodo, acrescentou-se 50 pul de hemacias a 2% em cada pogo e levou-se a incubagfo por
1 hora. Controles para ambos os ions foram feitos com 50 ul de NaCl 0,15 M, 50 ul do ion
correspondente e 50 pl de hemdacia. A leitura foi realizada de maneira a determinar a
dependéncia da lectina a jons divalentes para sua atividade hemaglutinante. Cada ensaio

foi realizado em triplicata.
10.4 — Resisténcia a Hidrolise Enzimatica
% Tripsina

ACLEC (com titulo minimo de 5), foi diluida em um volume de de 900 ul de
NaCl e em seguida foi adicionado 100p1 da enzima tripsina (500 pg/ ml). Esta mistura foi
incubada por 30 minutos a 37°C. Apés este periodo, a mistura teve seu pH verificado e se
estivesse fora da neutralidade teve-o corrigido.

O ensaio de hemaglutinagdio foi preparado como nos ensaios descritos acima e
analisado com relagdo a inibigdo da atividade hemaglutinante da lectina e realizado em
triplicada para posterior andlise.

-

% Pronase

ACLEC (com titulo minimo de 5), foi diluida em um volume de 900 ul de NaCl
0,15 M ¢ em seguida foi adicionado 100 pl da enzima pronase (100 pg/ mL). Esta mistura
foi incubada por 30 minutos a 37°C. Apos a incubag@o, a mistura teve seu pH verificado ¢
se estivesse fora da neutralidade teve-o corrigido.

O ensaio de hemaglutinagio foi preparado como nos ensaios descritos acima e
analisado com a relagdo a inibigdo da atividade hemaglutinante da lectina. O ensaio foi

realizado em triplicata para a posterior analise.
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16.5 — Estabilidade a Agentes Redutores

5,
%

¥

DIT

Uma aliquota de ACLEC (com titulo minimo de 5) foi diluida em 1 mide DTT 10
mM (diluido em Tris/HCI 10 mM, NaCl 0,15 mM pH 8,0) e incubada overnight a 25°C. O
ensaio de hemaglutinagio procedeu-se como nos ensaios acima citados. O ensaio foi
realizado em triplicata ¢ o resultado foi avaliado de acordo com a efetividade da atividade
hemaglutinante da lectina.

2

e Uréia

Uma aliquota de ACLEC (com titulo minimo de 5) foram diluidas em 1ml de
uréia 8 mM (diluido em NaCl 0,15 M) e incubadas overnight a 25°C. Os ensaios de
hemaglutinagdo procederam como nos ensaios acima citados. O ensaio foi realizado em
triplicata e o resultado foi avaliado de acordo com a efetividade da atividade

hemaglutinante da lectina.

10.6 - Metaperiodato de Sédio (NaIQy)

Uma aliquota de ACLEC (com titulo minimo de 5), foi preparada em eppendorff e
diluida em 1 ml de metaperiodato de sodio 10 mM (diluido em tampéo acetato de sodio 10
mM, pH 5,5) e posteriormente incubada em temperatura ambiente ¢ no escuro por 10
minutos. Em seguida a amostra juntamente com seu controle (apenas NalQ,) foram
dialisados contra NaCl 0,15 M por 12 horas. Apos esse periodo, a amostra teve seu pH
verificado e quando ndo estando por volta da neutralidade foi corrigido. O ensaio de
hemaglutinag@o foi realizado em triplicata e analisado conforme a atuacio sobre o efeito da
lectina. A amostra tratada teve sua estrutura e mobilidade analisada em gel de
pohiacrilamida em presenga de SDS (12,5%).



10.7 - Deglicosilacio

Uma aliquota de ACLEC (com titulo minimo de 5) foi diluida em uma mistura de
TEMS e anisol (2:1, v/v) e incubada em gelo por 2 horas. Apos esse periodo a amostra teve
seu pH corrigido (2,0) e em seguida dialisada contra NaCi 0,15 M por 12 horas. O ensaio
de hemaglutinagdo procedeu-se como nos ensaios acima citados sendo realizados em
triplicata. O resultado foi avaliado de acordo com a efetividade da atividade
hemaglutinante. A amostra tratada teve sua estrutura ¢ mobilidade analisada em gel de
poliacrilamida em presenga de SDS {(12,5%).

11 - AGREGACAO PLAQUETARIA

Sangue humano de voluntarios sadios que ndo receberam qualquer medicagdo,
durante os 10 dias anteriores ao experimento foi coletado em citrato trisodico 3,8% (9:1
viv). O plasma rico em plaquetas (PRP) foi obtido por centrifugagdo a 2,000 rpm, em
temperatura ambiente por 15 minutos a 25°C. O sangue remanescente foi novamente
centrifugado 2 2000 rpm, em temperatura ambiente por 15 minutos a 25°C, para obtengdo
do plasma pobre em plaquetas (PPP).

Apéds a centrifugacio, as plaquetas (50pi) foram incubadas em tubos de eppendorf,
com 950p1 de oxalacetato de aménio 1% por 10 minutos ¢ a contagem de plaquetas foi
realizada em camara de Neubauer, ¢ ajustadas para 3 X 10® plaquetas/ml.

A agregagdo foi monitorada, usando-se um agregdmetro de dois canais (Payton
Scientific Instruments, Inc., Buffalo, NY). O aparelho foi calibrado para 0% e 100% de
transmissdo de luz, usando PRP e PPP (ou solugdo de Krebs), determinando uma linha
base e um pico maxuno de agregagiio, respectivamente. A suspensdo de PRP (500ul) fot
mantida sob agltac;ao (900 rpm) no aparelho em cubetas a 37°C, e entéo foram estimuladas
pela adigdo de agonista (colageno 8 pg ou ristocetina 8 pl em PRP) ou de lectina e a

agregagdo monitorada durante 3 minutos.
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12- PAPEL FUNGICIDA DA LECTINA

Para examinar o efeito da lectina ACLEC no desenvolvimento dos fungos foram
utilizados os fungos Colletrichum musae, Colletrichum lindemuthianum, Saccharaomyces
cerevisiae, Fusarium oxysporum. Foram utilizados cerca de 200 ul de células de levedura
(S. cerevisiae) e de esporos (fungos filamentosos) (C. musae,C. lindomuthianum e F.
oxysporum) (2 x 10% ml em meio agar Sabouraud). O meio de cultura é composto de
peptona, glicose ¢ 4gar. Estas aliquotas foram colocadas em placas multiwell 4 28°C ¢ em
 seguida adicinou-se a solugdo de ACLEC (800 pg/ml). Todo o protocolo foi realizado sob
condigdes assépticas ¢ em placas estéreis e durante a incubagdo permaneceram fechadas
para estarem livres de contaminagfic. O experimento foi monitorado por leitura éptica em
gspectrofotometro a 660 nm, no tempo zero a cada 6 horas, seguindo até 60 horas. Um
controle, sem adigdo de proteinas também foi utilizado. As leituras foram realizadas contra
um branco contendo somente meio de cultura. Apos 60 horas, as células e os esporos
foram separados do meio de crescimento por centrifugagio (3,000 rpm), lavados uma vez
em Tris/HCL 100 mM, pH 8,0 para remover o excesso de meio. Os esporos apds a
extragio foram filtrados em gases para a retirada de hifas remanescentes. O experimento
fo1 realizado em triplicata, observados em microscopio (400 X) e a avaliagio das leituras,

os erros padries e coeficiente de variagdes foram calculados.
13- PAPEL INSETICIDA DE ACLEC

13.1 - Criacio de Insetos

Os bruquideos C. maculatus foram mantidos sobre sementes de Vigna unguiculata
(variedade setentdo), em frascos de vidro transparente, de boca larga, herméticamente
fechados com tampas metalicas perfuradas. As coldnias foram mantidas em camara
incubadora (B.0.D.) em temperatura média de 27-28°C %1 e umidade relativa de 65-70%.

A cada gerag@o fo1 realizada a infestacdo de novas sementes com fémeas de dois dias de
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idade, apdés emergéncia, com o periodo de postura de 1 dia (24h). Apoés o periodo de
aproximadamente 30 dias, uma nova geragio de insetos foi obtida.

Os insetos A. kuehniella foram mantidos em uma sala de criagdo em temperatura
relativa de 26-27°C £1 ¢ umidade relativa de 65-70%. A dieta artificial foi preparada pela
mistura de trigo integral, gérmen de trigo, farelo de trigo e levedura (8:2:1,9:0,1). A cada

geragio foi realizada a infestagdo de novas col6nias com ovos de um dia de ovoposigdo.

13.2- Preparaciio de Sementes Artificiais como forma de alimentacio para C.

maculatus

As sementes artificiais foram preparadas pela mistura de farinha de feijéo-de-
corda (Vigna unguiculata) juntamente com a lectina ACLEC. As incorporagdes foram
realizadas em variadas concentragdes de 0,25%, 0,5%, 1%, 2%.¢ 3%.

A mistura (farinha ¢ proteina) foi comprimida em prensa manual para obtengéo
das sementes, as quais deveram ter 400 mg de massa e dimensdes aproximadas de 0,8 x 1,0
cm. Posteriormente, essas sementes artificiais foram oferecidas a fémeas de bruquideos,
com dois dias de emergéncia para ovoposigéo. Foram realizadas doze repetigdes em cada
experimento ¢ apos 48 horas de infestagdo, os insetos ¢ os ovos que excediram a 4 foram
retirados. Apos 20 dias as sementes foram abertas e analisadas quanto a0 numero de larvas

sobreviventes ¢ o seu peso médio (Macedo ef al., 2000).

13.3- Preparacio da dieta artificial como forma de alimentacio para A.

kuehniella

A dieta consistiu da mistura de farinha de trigo, gérmen de trigo, farelo de trigo,
levedo (8: 2: 1,9: 0,1) mais a lectina ACLEC. As incorporagdes foram realizadas em
concentragdes de 0,5%, 1,0% e 2,0%. Foram realizadas doze repeticdes em cada
experimento deixando 5 ovos de 4. kuehniella. O experimento foi analisado com 28 dias

apos infestagio quanto ao numero de larvas sobreviventes ¢ 0 seu peso médio.
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V. RESULTADOS

1 - ESTUDO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE NO EXTRATO BRUTO (EB)
DE A. coriacea

1.1 - Atividade Hemaglutinante do EB de 4. coriacea sobre Hemiceas

Humanas

O extrato bruto {1mg/ml), obtido da farinha de sementes de 4. coriacea teve sua
atividade hemaglutinante analisada por ensaio de hemaglutinagdo utilizando-se hemacias
humanas (sistema ABO) padromizadas a 2%. Os resultados, ilustrados na Tabela IV,
mostram que EB de 4. coriacea possui afinidade por todos os grupos sangiiineos testados,

apresentando uma maior especificidade para os grupos sangiiineos A e AB.

Tabela IV: Especificidade do Extrato Bruto (EB) de A4
coriacea para eritrécitos humanos

ERITROCITOS HUMANOS | HEMAGLUTINACAO (TiTULOY)
A 5
B 3
AB 5
0 3

*Titulo: corresponde ao inverso da diluigdo o qual causou
aglutinagio total dos eritrocitos
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1.2 - Atividade Hemaglutinante do Extrato Bruto (EB) de 4. coriacea sobre
Eritrocitos de Diferentes Espécies Animais

A capacidade hemaglutinante do extrato bruto (EB) de sementes de A. coriacea
foi avaliada por ensaio de hemaglutinagio utilizando-se suspensbes de hemacias de
diferentes espécies animais (camundongo, cameiro, coelho, bovino, caprino, galinha, rato)
padronizadas a 2%. Os resultados (Tabela V) ilustram a capacidade do extrato bruto em

aglutinar hemacias de todos os tipos sangiiineos utilizados € apresentou uma maior

especificidade pelas hemécias de caprino.

Tabela V: Especificidade do extrato bruto (EB) de 4
coriacea para eritrocitos de diferentes espécies animais.

ERITROCITOS ANIMAIS | HEMAGLUTINACAO (TiTULO¥)
Camundongo 3
Carneiro 4
Coelho 4
Bovino 6
Caprino 11
Galinha 5
Rato 5

*Titulo: corresponde ao inverso da diluigio o qual causou
aglutinacio total dos entrocitos
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2 - PURIFICACAQO DE LECTINA DE A. coriacea

2.1 Cromatografia de Exclusdo Molecular em Coluna Sephadex G-75

Amostras de 5,0 ml de uma solugdo do extrato bruto (500 mg) de A. coriacea
dissolvidos em tampdo fosfato de potassio monobdsico, 0,1 M, pH 7.6, contendo 0,1 M de
NaCl foram aplicadas na coluna Sephadex G-75. A eluigdo foi feita com o mesmo tampio,
coletando fra¢des de 3 ml/tubo com fluxo de 40 mlh. A Figura 4 mostra o perfil
cromatografico com trés picos de proteinas. O ensaio de hemaglutinagdo foi realizado em
todas as fragOes, detectando-se atividade nos dois primeiros picos de proteina, com uma

maior atividade aparente concentrada no segundo pico protéico, o gual foi denominado

ACL-2. ACL-2 foi escolhido para estudos posteriores.

A 4g, nM

0 10 20 30 40 50 60 70 80 90 100

Numero de Tubos

Figura 4: Cromatografia de exclusao molecular do Extrato Bruto (EB) de sementes de A.
corigcea em coluna de Sephadex G-75. Foram aplicados 500 mg de EB, a eluigdo foi
realizada em tampéo fosfato de potassio monobasico 0,1 M, pH 7,6, contendo NaCl 0,1 M.
Fragbes de 3.0 ml/tubo foram coletadas a um fluxo de 40 ml/h a temperatura ambiente.
Absorbéncia a 280 nm. Atividade hemaglutinante (AA ). '
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3.3 - Cromatografia de Fase-Reversa (Sistema HPLC)

A fragio ACL-2, proveniente da cromatografia de filtragio em gel, foi submetida
a uma cromatografia de fase reversa (HPLC) em coluna de C18 u-Bondapak (3,9 X 30 CM)
a qual foi eluida com gradiente linear de TFA em ACN (66%). A Figura 5 mostra o perfil
cromatografico com apenas um {mico pico simétrico, denominado ACLEC, em torno de
46% de acetonitrila. A eluigio fot monitorada a 280 nm. ACLEC foi liofilizada e sua

atividade foi determinada por ensaio de hemaglutinagéo onde apresentou grande atividade

hemaglutinante.
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Figura 5: Cromatografia de ACL-2 em coluna p-Bondapak C18 (3,9 x 300 mm) acoplada
a0 HPLC, equilibrada em solugdo de TFA 0,1% (solvente A). Amostra aplicada: 1 mg do
material obtido em coluna de exclusdo molecular. Solvente A: TFA 0,1%, Solvente B
Acetonitrila 66% em TFA 0,1%. Fluxo 2 mi/min. Absorbincia em 280 nm. Atividade

hemaglutinante (=== }.



2.3 - Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em presenca de SDS

A Figura 6 mostra o perfil de migra¢do das fragOes obtidas nas etapas de
purificacdo da lectina ACLEC de sementes de 4. coriacea. As fragdes ACL-2 e ACLEC
em sua forma nativa apresentam duas bandas de proteina com peso molecular em torno de
21,6 kDa ¢ 16 kDa (Linha 2 e 3). ACLEC quando tratada com agente desnaturante, DTT
1 M, apresenta duas bandas protéicas, mas com um decréscimo das massas moleculares

em torno de 16 kDa e 11,4 kDa.

kDa

67
43

30

20.1

14.4

Figura 6: SDS-PAGE dos passos de purificagdo da lectina obtida de sementes de A4.
coriacea. Amostras: M — marcador de peso molecular; 1- EB; 2- ACL-2: 3 e 4- ACLEC na
auséncia e presenga de DTT | M, respectivamente.



2.4 — Determinacio da Massa Molecular Relativa de ACLEC

A cromatografia em coluna de Superdex G-75 da amostra ACLEC apresentou dois
picos de proteinas. O célculo da massa relativa (Mr) foi realizado através do grafico de log

Mr x Ve/Vo, onde Ve é o volume de exclusdo e Vo ¢ o volume de exclusdo do azul de

Dextrano (Figura 7), resultando em massa relativa de aproximadamente 12,0 kDa.

Figura 7: Determinagio da massa molecular relativa de ACLEC (2 mg/ml). Foram
utilizados os seguintes marcadores de Mr: B-amilase (200 kDa), 4lcool desidrogenase (150
kDa), albumina (66 kDa), anidrase carbbnica (29 kDa), tripsina (24 kDa) e citocromo ¢

(12,4 kDa).
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2.5 - Dosagem de Proteinas e Carboidratos de ACLEC

Utilizando o meétodo de Bradford er al. (1976) e Dubois ef al. (1956) para a
dosagem de proteinas e de carboidratos, observou-se que a fragdo ACLEC de Annona

corigcea apresentou 4,5% de proteina e 3,8% de carboidratos em relagfo ao extrato.

3 - ESTUDO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE DE ACLEC

3.1 - Atividade sobre Eritrécitos Humanos

A capacidade hemaglutinante de ACLEC (20 pg) purificada foi avaliada por
ensaio de hemaglutinacéo utilizando-se suspensdes de hemacias humanas (sistema ABO)
padronizadas a 2%. Na Tabela VI estio ilustrados os resuitados obtidos com os tipos
sangiiineos, onde pudemos observar que ACLEC apresentou especificidade para todos os

eritrocitos utilizados.

Tabela VI: Especificidade de ACLEC de A. coriacea para
eritrocitos humanos

ERITROCITOS HUMANOS | HEMAGLUTINACAO (TITULO*)
A 4
B 4
AB 4
0 5

*Titalo: corresponde ao inverso da diluigio o qual causou
aglutinagdo total dos eritrécitos. ACLEC 20 ug.
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3.2 - Atividade Hemaglutinante de ACLEC sobre Eritrécitos de Diferentes

Espécies Animais

A capacidade hemaglutinante de ACLEC (20ug) foi avaliada utilizando-se
suspensbes de hemacias de diferentes espécies animais. A Tabela VII ilustra os resultados
obtidos com as hemaécias animais, onde ACLEC apresentou especificidade para todas as

hemacias utilizadas, porém, maior especificidade foi pelas hemacias de caprino.

Tabela VII: Especificidade de ACLEC de sementes de 4.
coriacea para eritrocitos de diferentes espécies animais.

ERITROCITOS ANIMAIS | HEMAGLUTINACAO (TITULO¥)
Camundongo 2
Carneiro 3
Coelho 3
Bovino 4
Caprino 8
Galinha 3
Rato 4

*Titulo: corresponde ao inverso da diluigdo o qual causou
aglutinacfio total dos eritrocitos. ACLEC 20 ug.
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3.3 - Acido Inibitoria de Aciicares sobre 2 Atividade Hemaglutinante de
ACLEC

A ac¢do mibitéria dos acticares sobre a atividade hemaglutinante de ACLEC foi
analisada com onze tipos de agicares ilustrados na Tabela VIII. Através de ensaios de
hemaglutinagdc utilizando sangue de rato a 2%, pudemos observar que ACLEC teve sua

atividade inmibida por quase todos os agucares testados. Os aglicares que possuem maior

.....

Tabela VIII: Acdo inibitéria de

carboidratos sobre a attvidade
hemaglutinante de ACLEC
CARBOIDRATOS ICso (mM)*
D- Frutose 6,2
D-Galactose 6,2
D-Galactosamina 6,2
D-Glicose 0,39
D-Glicosamina 25
D-Lactose 1,56
D-Maltose 6,2
D-Manose 0,39
Rafinose ND
Sacarose ND
N-acetil- glicosamina 12,5

*ICS0: concentragdo requerida para inibir a
atividade hemaglutinante em 50%. A quantidade
de ACLEC usada neste ensaio foi de 20 pg.

.....
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4 - ESTUDO DA ESTABILIDADE DE ACLEC

4.1- Efeite do pH na Atividade Hemaglutinante de ACLEC

A estabilidade de ACLEC (20 ug) em diferentes condigdes de pH (2,0-10,0) foi
monitora em banho-maria a 37°C por um periodo de 30 minutos. Apos a neutralizagdo do
pH em torno de 7,0, essas amostras tiveram sua atividade hemaglutinante analisadas por
ensaios de hemaglutinagio utilizando-se hemécias de rato padronizadas a 2%. Na Figura 8
ilustra a atividade das amostras submetidas 4 variagdo de pH. Essas amostras tiveram sua

atividade hemaglutinante estaveis a uma ampla faixa de pH.
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Figura 8: Efeito do pH na atividade hemaglutinante de ACLEC (20 pg). A atividade
méaxima (100%) corresponde ao titulo de 5. Os ensaios foram realizados em triplicata.
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4.2 - Efeito da Temperatura na Atividade Hemagiutinante de ACLEC

A estabilidade de ACLEC (20 pg) em diferentes temperaturas foi realizada em
banho-maria a uma variagdo de 37°C a 100°C por um periodo de 30 minutos. Apés a
paralizagdo dos ensaios por banho de gelo, essas amostras tiveram sua atividade
hemaglutinante analisadas por ensaios de hemaglutinacio utilizando-se hemacias de rato
padronizadas a 2%. A Figura 9 ilustra a atividade das amostras submetidas & variacio de
temperatura. Essas amostras tiveram sua atividade hemaglutinante estavel entre 37°C e
80°C, mas um decréscimo de 35% e 50% de sua atividade foi observada a partir de 90°C e

100°C, respectivamente.
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Figura 9: Efeito da temperatura na atividade hemaglutinante de ACLEC (20 pg). A
atividade maxima (100%) corresponde ao titulo de 5. Os ensaios foram realizados em
triplicatas.
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43 - Efeite de Enzimas Proteoliticas na Atividade Hemaglutinante de
ACLEC

O tratamento de ACLEC (20 ug) com a enzima proteolitica pronase (500ug/mi) ¢
tripsina (100 pg/ml) foi realizada em banho-maria a 37°C por 30 minutos. A reagio foi
paralizada e teve seu pH, quando necessario, corrigido para 7,0. Essas amostras tiveram
sua atividade analisada por ensaios de hemaglutinagio utilizando-se hemdcias de rato a
29. A Tabela IX ilustra a atividade das amostras submetidas as enzimas proteoliticas,
onde pode constatar que a enzima pronase nao possuiu efeito sobre a atividade
hemaglutinante de ACLEC, diferentemente de quando tratada com a enzima tripsina a qual

possui agdo inibitoria sobre a atividade hemaglutinante de ACLEC.
4.4 - Efeito de fons Metalicos na Atividade Hemaglutinante de ACLEC

O tratamento de ACLEC (20 ug) com fons metalicos foi realizado pela incubagdo
com EDTA (25 mM) e EGTA (25 mM) em placas de microtitulagdo em banho-maria a
37°C por 30 minutos, respectivamente. Apos esse periodo foram adicionadas a esse ensaio
cerca de 50 ! de hemacias de ratos padronizadas a 2%. A Tabela IX ilustra a analise da
atividade das amostras tratadas, onde pudemos observar que a adi¢dio de EDTA e EGTA
ndo possui efeito inibitorio sobre a atividade hemaglutinante de ACLEC, ou seja, ACLEC

ndo requer ions para a sua atividade hemaglutinante.
4.5 - Efeito do DTT e Uréia na Atividade Hemaglutinante de ACLEC

O tratamento de ACLEC (20 pg) com DTT (10 mM) e uréia (8 M) foi realizado
em banho-maria a 25°C por 30 minutos. Ao término, a amostra tratada teve seu pH
verificado, e quando necessario teve-o corrigido. Essas amostras tiveram sua atividade
analisada por ensaio de hemaglutinagio utilizando hemacias de rato padronizadas a 2%. A
Tabela IX ilustra a analise da atividade das amostras tratadas, onde pudemos observar que
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.....

o tratamento com DTT ¢ urédia ndo possuiu efeito imibitério sobre a atividade
hemaglutinante de ACLEC.

4.6 - Efeito do Agente Oxidative — Metariodato de Sédio - na Atividade
Hemaglutinante de ACLEC

O tratamento de ACLEC (20 ng) com metaperiodato de sédio (10 mM), foi
realizado a temperatura ambiente, desprovido de luz e por periodo de 10 min. Apés esse
periodo a amostra tratada teve seu pH, quando necessario, corrigido ¢ em seguida dialisada
contra 0,15 M Na(Cl. Posteriormente, a amostra iratada foi submetida a ensaio de
hemaglutinacdo utilizando hemdcias de rato padronizadas a 2%. A Tabela IX ilustra a
analise da atividade da amostra tratada, onde pudemos observar que metaperiodato de
s0dio ndo possui agdo inibitoria sobre a atividade hemaglutinante de ACLEC. A analise da
amostra ACLEC tratada com o agente oxidante foi monitorada por gel de poliacrilamida
em presenga de SDS (12,5%), pudemos constatar que o tratamento n#o influenciou na
estrutura molecular € nem na mobilidade de ACLEC (Figura 10, linha 2).

4.7 - Efeito de Agentes Deglicosilantes na Atividade Hemaglutinante de
ACLEC

O tratamento de ACLEC (20 ng) agentes deglicosilantes como TFMS ¢ anisol
(2:1) foi realizado em banho de gelo por um periodo de 2 horas, subseqiientemente essa
amostra teve seu pH corrigido para 2,0 e em seguida dialisada contra 0,15 M de NaCl. A
Tabela IX ilustra a analise da atividade da amostra tratada, onde pudemos observar que o
agente deglicosilante possui a¢do inibitoria sobre a atividade hemaglutinante de ACLEC. A
analise da amostra tratada foi monitorada por gel de poliacrilamida em presenga de SDS
(12,5%), onde pudemos constatar que o tratamento promoveu modificagdes na estrutura
molecular e na mobilidade de ACLEC tratada (Figura 10, linha 3). -
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Tabela IX: Efeito de diferentes compostos na
atividade hemaglutinante de ACLEC.

TRATAMENTO HEMAGLUTINACAO
Pronase +
Tripsina -
EDTA +
EGTA +
DTT +
Uréia +
Metaperiedato de Sodio +
TFMS -

(+) atividade hemaglutinante (Titulo 5)
(-} nenhuma atividade hemaglutinante

kDa

67

43
30

20.1

14.4

M 1

(3]
L#)

Figura 10: Eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) de ACLEC (20 pg). Amostras:
M — marcador de peso molecular; 1 — ACLEC em condi¢des nativas; 2 — ACLEC tratada
com metaperiodato de sodio; 3 - ACLEC tratada com TFMS.
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5 - ANALISE DE AMINGACIDOS

A lectina ACLEC foi submetida 4 hidrélise acida (HCI 6M) e 2 derivatizagdo para
obtengdo da composigdo global de aminoacidos ilustrados na Tabela X. A analise foi
evidenciada pela alta ocorréncia de argimina (Arg), glicina (Gly) e cisteina (Cys) em
comparagio com o0s outros aminoacidos. Além desses aminoacidos, ACLEC apresenta trés
residuos de metionina (Met) ¢ a auséncia de fenilalanina (Phy). Os residuos de triptofano
(Trp) ndo foram detectados pelo processo empregado.

A comparac¢dc da composicdo de aminoacidos de ACLEC com outras lectinas de

plantas foi realizadas em banco de dados (http://expasy.chc) e identificou homologia entre
ACLEC e outras lectinas conhecidas, como Urtica dicica, Abrus precatorius, Aloe

arborescens e Ricinus communis.
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Tabela X: Composi¢do de aminogcidos de

ACLEC

) MOL DE AA/
AMINOACIDOS ]
MOL DE PROTEINA
Asx 8
Gix 39
Ser g
Gly 10
His 1
Arg 20
Thr 4
Ala 3
Pro 2
Tyr 3
Val 5
Met 3
Cys 8
Ile 6
Leu 8
Phe 0
Lys 4
Irp ND

ND: ndo deterpunado



6 - DETERMINACAO DA ESTRUTURA N-TERMINAL

A Tabela X1 evidencia a seqiiéncia N-terminal da lectina ACLEC (subunidade 16
kDa) obtida de sementes de 4. coriacea. A pesquisa em banco de dados das proteinas com
seqiiéncias ja determinadas mostraram uma alta homologia de ACLEC com outras lectinas
de plantas como Robinia pseudoacacia, Cladrastis lutea, Maackia amurensis e Sophora

Jjaponica.

Tabela XI: Alinhamento da lectina ACLEC (subunidade 16 kDa) seqiienciada de
sementes de 4. coriacea com outras lectinas de plantas. Os gaps {—) foram introduzidos
para maximinizar a homologia seqiiencial. O alinhamento da estrutura primaria foi
realizado de acordo com meia cistina. Os residuos numerados correspondem a sua posigio
relativa apos o alinhamento.

LECTINA® SEQUENCIA
I 5 20 8 30 35 48
ACLEC «BNQRSFSFNR.FNAAPNENDLLFQGDASVSST

LFECRPAl o ITGS L -SFSFPKFA
LecCIAT SDSL -SFTFNUNFP
MALBI SDEL ~-SFTINNFL -
LECMAHB |SDEL -SFPINNFV
LECSIABMIxISD S L -SFTFNNFG

PNQPYLIFQRDALVTST
PNSEDLIFQKDASTI SSN
PNEADLLFQGEASVSST
PNEADLHFQGVASVSPT
PDQRDLILQGDAHIPSG

]
]

i

H

£
¥
1

k)
b
i

"ACLEC, lectina de A. coriacea; LECRPALw, lectina de Robinia pseudoacacia; LecClAla, lectina de
Cladrastis lutea; LECMAB e MALBI, lectina de Maackia amurensis; LECSJABMIIq, lectina da Sophora
Japonica

Area sombreada representa os aminoacidos conservados nas espécies.
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= . ENSAIOS BIOLOGICOS

7.1 - Agregaciio Plaguetaria

#  Ristocetina

Inicialmente, ACLEC {2mg/70ul) foi incubada com o PRP onde pode-se observar
que a lectina ndo induziu a agregaglo plaguetaria (canal 2). Apos 4 muinutos, foram
adicionados em ambos os canais, o agonista ristocetina (2mg/ml). O canal 1, representa o
controle da agregacdio plaquetdria apenas com o agonista € o canal 2 possui a lectina
ACLEC juntamente com o agonista (Figura 11) e pudemos observar a agregacao
plaquetaria em todos os canais. O teste de agregacdo plaquetéaria realizado com ACLEC
mostrou que esta lectina nfo induz a agregagdio plaquetdria diretamente ¢ também nao

inibe agregagdo plaquetéria induzida por ristocetina.
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Figura 11: Efeito da ACLEC no processo de agregacdo plaquetdria induzido por
nstocetina. Canal 1: suspensdo de plaquetas lavadas na presenga de ristocetina (2 mg/ mi).
Canal 2: suspensdo de plaquetas lavadas na presenga de ristocetina (2 mg/mi) e ACLEC (2
mg/ 70ul).
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o (COLAGENO

Inicialmente, ACLEC (2mg/70ul) foi incubada com o PRP onde pode-se observar
que a lectina ndo mduziu a agregagio plaquetaria (canal 2). Apés 4 minutos, foram
adicionados em ambos os canais, o agonista colageno (1mg/ml). O canal I, representa ¢
controle da agregagdo plaquetaria apenas com o agonista e ¢ canal 2 possui a lectina
ACLEC juntamente com o agonista (Figura 12) e pudemos observar a agregacdo
plaquetéria em todos os canais. O teste de agregacio plaquetaria realizado com ACLEC
mostrou que esta lectina ndo induz a agregagio plaquetaria diretamente ¢ também ndo

inibe agregagdo plaquetaria induzida por colageno.
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Figura 12: Efeito de ACLEC no processo de agregacio plaquetiria induzido por coldgeno.
Canal 1: suspensio de plaguetas lavadas na presenca de colidgeno (1 mg/ ml). Canal 2:
suspensio de plaquetas lavadas na presenca de colageno {1 mg/ml) e ACLEC (2 mg/ 70ul).
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4.2 - Funges

ACLEC teve sua propriedade testada em relagio 4 inibigfo ou nfo do crescimento

de alguns fungos c¢omo Colleirichium  musae, Colletrichium  lindemuthianum,

Succharomyces serevisiae e Fusarium oxysporum (Figuras 13). Pelo grafico abaixo,
podemos concluir que ACLEC (800 ug/ml) ndo possuiu uma atividade imibitoria

satisfatoria em relacdo ao desenvolvimento desses fungos até um periodo de 44 horas,

Abs 660 nm

Tempe (h)

Figura 13: Efeito de ACLEC no crescimento de C. musae, C. lindemuthianum S. cerevisiae
e F. oxysporum. Controle de C. musae (A ), ACLEC + C. musae (&), Controle de C.
lindemuthianum (O, ACLEC + C. lindemuthianum (@), Controle de S. cerevisiae (1),
ACLEC + 8. cerevisiuze (&), Controle de F. oxysporum (] ), ACLEC + Il oxysporum (i
Os experimentos foram realizados em triplicata ¢ a avaliagio das leituras, os erros padrdes €
coeficientes de variagdo formam calculados. A leitura fo1 realizada a 660 nm.
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4.3 — Coledptera: C. maculatus

A lectina ACLEC fo1 incorporada em sementes artificiais aos niveis de 0,1, 0,5,
1,0, 2,0 e 3,0% e oferecidas as fémeas do coledptera Callosobruchus maculatus. Os
resultados de incorporagbes de ACLEC sobre o desenvolvimento do inseto
supramencionado estdo evidenciados nas Figuras 14 ¢ 15, Observou-se uma redugfic das
larvas sobreviventes de aproximadamente 28% quande em concentragdc de 1% ¢
aproximadamente 353% quando em concentracdes de 2% e 3% de ACLEC. Uma redugio
também for observada quanto ao peso médic dessas larvas sobreviventes, cerca de

aproximadamente 19% quando em concentragdes de 2,0 e 3,0%.
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Figura 14: Sobrevivéncia de larvas de C. maculatus de 20 dias em sementes artificiais
contendo quantidades crescentes da lectina ACLEC. Sementes controle contendo somente
farinha de sementes de Vigna unguiculata (variedade setentdo). Cada semente apresentava
4 ovos.
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Figura 15: Peso médio de larvas de C. maculatus de 20 dias em sementes artificiais
contendo quantidades crescentes da lectina ACLEC. Sementes controle contendo somente
farinha de sementes de Vigna unguiculata (variedade setentdio). Cada semente apresentava
4 ovos.

4.3 - Lepidoptera: A. kuehniella

A lectina ACLEC foi incorporada na dieta artificiais aos niveis de 0,5, 1,0, € 2,6%
e oferecidas as larvas do lepidéptera Anagasta kuehniella. Os resultados das incorporagoes
de ACLEC sobre o desenvolvimento do inseto acima mencionado estdo evidenciados nas
Figuras 16 ¢ 17. Observou-se um efeito deletério tanto sobre o ndmero de larvas
sobreviventes quanto sobre o seu peso médio com uma redugio de 50% a partir de 1% de
incorporagio, evidenciando um alto efeito toxico de ACLEC sobre essas larvas. Na Figura
18 esta ilustrado o efeito de ACLEC no comprimento dessas larvas sobreviventes

comparadas com o controle.
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Figura 16: Numero de larvas sobreviventes de larvas de A. kuehniella em dietas artificiais
contendo quantidades crescentes da lectina ACLEC ¢ em dieta controle. Para cada
experimento foram deixados 5 ovos.
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Figura 17: Peso médio das larvas sobreviventes de larvas de A. kuehniella em dietas
artificiais contendo quantidades crescentes da lectina. Para cada experimento foram
deixados 5 ovos.
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Figura 18: Efeito inibitorio de ACLEC sobre larvas de 4. kuehniella em dietas artificiais
contendo quantidades crescentes da lectina. Amostras: A — larvas controle; B — 0,5% de
ACLEC; C — 1% de ACLEC, D — 2% de ACLEC.



VI - DISCUSSAO

Lectinas sdo uma classe de proteinas ou glicoproteinas estruturalmente diversas,
apresentando como caracteristica comum a capacidade de ligar-se a carboidratos,
especifica e reversivelmente, bem como aglutinar eritrocitos (Van Damme ef al., 1998).

Embora as lectinas tenham sido identificadas e caracterizadas de varias espécies
de plantas e tipos de 6rgdos, a maior contribui¢do para o nosso entendimento de suas
propriedades, tém sido pelo estudo de lectinas de sementes de leguminosas (Sharon et al.,
1990).

O interesse em lectinas de sementes pode também ser atribuido a grande
importancia das leguminosas como fonte de proteinas para a dieta humana e animal.
Embora os niveis de lectinas em sementes de legumes sejam em torno de 0,1-5,0% do total
de proteinas nas sementes, o valor em torno de 50% tem sido relatado em algumas espécies
tais como no género Phaseolus (Puzstai et al., 1977).

Até o presente, detalhou-se o conhecimento molecular € as propriedades
bioquimicas e fisico-quimicas de varias lectinas, seus carboidratos ligantes, incluindo
agticar, especificidade e suas aplicagbes na agricultura e em pesquisas biomédicas (Van
Damme et al., 1998), além de suas variadas fungdes bioldgicas como, atividade viral,
fungicida, inseticida e bactericida.

Em virtude das vastas informagdes hoje conhecidas, sobre os varios tipos de
lectinas encontradas nas mais variadas espécies de plantas, tivemos por objetivo analisar
sementes de uma espécie caracteristica do cerrado pertencente a familia Annonaceae da
espécie Annona coriacea, mais comumente conhecida como Marolo.

A extragdo das lectinas de 4. coriacea foi realizada a partir da farinha tratada com
hexano. O tratamento com hexano permitiu diminuir o efeito da gordura presente em alta
concentragdo mnessas sementes € que poderiam interferir nas etapas de purificagdo

subseqiiente, sem prejuizo para a atividade hemaglutinante.
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Essa farinha apés seca foi submetida a extragdo, utilizando tampéo fosfato de
potassio monobasico 0,1 M, pH 7.6, para o obtengdo de lectinas. Outros tipos de soluges
também sio utilizados para a extragio de lectinas, como: solugdes salinas (Cavada et al.,
1998, Machuka ef al., 1999a) e precipitagdo por sulfato de amonio (Moreira et al., 1998).
A solugio de extragdo dessas proteinas, assim como ¢ tampao de elui¢do foi determnado
para a preservagdo da propriedade biologica.

O mais simples caminho para a detecgiio de lectina ¢ atraves de sua habilidade em
hemaglutinar ou precipitar glicoconjugados. A atividade hemaglutinante pode ser
acentuada, em alguns casos, pelo tratamento das células com enzimas proteoliticas e/ou
neuraminidases (Moreira ef al., 1991).

Mediante ensaios de hemaglutinagio com extrato bruto de sementes de A
coriacea, observamos uma atividade hemaglutinante para hemécias humanas e de varias
espécies animais.

A propriedade hemaglutinante de EB tornou-se evidenciada para todos os tipos
sangiiineos do sistema ABO (Tabela IV), do mesmo modo como em lectinas de
Artocarpus hirsuta (Gurjar et al., 1998) e em Ricinus communis (Lin et al., 1980). A
atividade hemaglutinante de ACLEC, assim como a lectina de Artocarpus incisa (Moreira
et al., 1998), teve sua atividade evidenciada para varios eritrocitos animais (Tabela V),
observando uma atividade hemaglutinante para todos os eritrocitos utilizados, porém, EB
possui maior especificidade para os eritrocitos de caprino.

Com esses resultados obtidos com o EB, etapas de purificagiio foram realizadas
através de métodos classicos, como coluna de exclusdo molecular (Sephadex G-75) e
coluna de fase-reversa (sistema HPLC).

As colunas de gel filtragdo tém sido um dos principais passos utilizados por alguns
autores na purificagio de algumas lectinas de plantas (Padma ef al., 1999; Cavada et al.,
2000) assim como a utilizagdo de outros tipos de resinas como colunas de troca ibnica
(Wang et al., 1999). Dessa forma, a purificagdo de ACLEC foi inicialmente realizada pela
utilizacdo de coluna de gel filtragdo Sephadex G-75, da qual foram eluidos trés picos
protéicos (Figura 4) e analisada a atividade hemaglutinante destas fragdes. Os resultados
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indicaram que apenas os dois primeiros picos de proteinas, em sua forma liquida,
apresentaram atividade. Porém, apenas o segundo pico, o qual foi denominado ACL-2, foi
escolhido para posterior estudo, devido a sua alta atividade hemaglutinante e pureza
(Figura 6, Linha 2). Esse método de purificagio mostrou-se muito eficiente para a
purificacdo de ACLEC.

O processo em cromatografia de fase reversa tem sido utilizado para a purificagfio
de muitas lectinas como as lectinas presentes em Araucaria brasiliensis (Datta et al.,
1991), Phaseolus acutifolius (Pratt et al., 1990), Talisia esculenta (Freire et al., 2001) e
isolectinas de gérmen de trigo (Huesing et al., 1991). Esse processo de purificagio tem
apresentado um alto grau de pureza das 7lectinas, cerca de 90%, além da atividade
hemaglutinante permanecer estdvel ou até mais evidente. Entretanto, varias lectinas
perdem sua atividade quando submetidas a esse tipo de cromatografia devido a agfio do
acetonitrila.

Para a purificacdo de uma das lectinas de 4. coriacea, ACL-2, realizou-se uma
cromatografia em coluna de fase reversa p-Bondapak C18. A cromatografia de fase reversa
utilizando um gradiente linear confirmou a presenca de apenas um pico de proteina
(Figura 5) eluido com 46% de acetonitrila ¢ que foi denominado ACLEC. Apés
Hofilizagdo, ACLEC teve sua atividade hemaglutinante testada, onde observou que esta
lectina permaneu estavel em sua atividade.

A analise da pureza da lectina ACLEC de 4. coriacea obtida pelos processos de
purificagdo acima descritos foi realizada por eletroforese em gel de poliacrilamida em
presen¢a de SDS 12,5% (Figara 6), onde podemos avaliar a homogeneidade da amostra
ACLEC obtida nas duas etapas de purificagdo (cromatografia de exclusio molecular em
coluna Sephadex G-75 e cromatografia de fase reversa-HPLC). A fragdo proveniente da
coluna de exclusdo molecular (Linha 2) da mesma maneira como a fragio obtida da coluna
de fase reversa (Limha 3) apresentaram duas bandas de pesos moleculares de 21,6 kDa e
16 kDa, respectivamente. A fragdo ACLEC quando em presenga de agente redutor, DTT 1
M, apresentou as duas bandas de proteinas com massas moleculares 16 kDa e 11,4 kDa

(Linha 4). Esses resultados sugerem que ACLEC trata-se de um Heterodimero e que a
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subunidade de 21,6 kDa ¢ formada por duas cadeias de peso molecular em torno de 11 kDa
ligadas covalentemente.

A massa molecular de ACLEC, de 12 kDa, foi determinada por filtragdo em gel
em coluna Superdex G-75 (sistema FPLC) calibrada com varios marcadores com pesos
moleculares variando entre 200-12,4 kDa (Figura 7), apresentando-se com um peso
molecular menor do que o esperado para um heterodimero. Esse fendmeno € comum na
determinagio da massa molecular de lectinas vegetais. Lectina de bulbos de Dutch Iris
(Mo et al., 1994) apresentou esse mesmo comportamento demonstrado pela ACLEC. A
lectina de Iris € uma proteina de 27 ¢ 34 kDa, determinado por SDS-PAGE, mas que em
gel de filtrago apresentou uma massa molecular de 45 kDa. Esse comportamento pode ser
devido s interacdes hidrofobicas entre a lectina ¢ o gel da matrix, fato bastante comum em
lectinas vegetais (Mo e al., 1994; Moreira et al., 1997, Moreira ef al., 1998).

A determinagdo do contetido de carboidrato em ACLEC foi realizado pelo método
de Dubois ef al.(1956) onde constatou a presenga de 3,8% de carboidrato nesta fragdo. A
baixa concentragio de carboidrato observada em ACLEC, também foi obtida em algumas
lectinas de plantas como em Araucaria brasiliensis (2,9%) (Datta et al., 1991), Maakia
amurensis (2,9%) (Van Damme et al., 1997a) e em lectinas de Arfocarpus hirsuta (6,25%)
(Gurjar et al., 1998).

Assim como em lectinas de Trichosanthes anguina (Komath et al., 1996) ¢
Phaseolus acutifolius (Pratt et al., 1990), a propriedade hemaglutinante de ACLEC foi
analisada por ensaios de hemaglutinagdo utilizando-se hemacias humana (sistema ABO) as
quais foram padronizadas a 2%. Os resultados observados na Tabela VI mostram uma
grande afinidade desta fragéo protéica por todos os tipos sangiiineos humanos testados. A
analise da atividade de ACLEC utilizando-se hemAcias animais (Tabela VII) padronizadas
a 2%, também mostrou uma especificidade para todas as hemacias de animais utilizadas,
mas apresentou uma maior especificidade para hemécias de caprino. A existéncia de uma

especificidade distinta por eritrocitos entre as lectinas, condiz diretamente a sua
propriedade funcional (Pratt et al., 1990).

77



Uma das principais caracteristicas desta classe de proteinas ¢ a habilidade e
especificidade em interagir-se com carboidratos, e assim, combinar-se com
glicocomponentes da superficie celular (Moreira ef al., 1997). A determinagdo desta
especificidade a carboidratos € realizada pelo método de inibigdo da atividade
hemaglutinante utilizando-se uma série de monossacarideos & dissacarideos, comparando
os aglcares com base da minima concentracdo para que ocorra a inibigdo da atividade
hemaglutinante ou reagfio de precipitagio (Moreira ef al, 1990). Este método €
semiquantitativo, € pode proporcionar informagdes quanto a habilidade relativa de varios
sacarideos em iibir a atividade de lectinas (Padma et al., 1999).

A especificidade de ACLEC por carboidrato foi analisada utilizando-se onze tipos
de carboidratos, ilustrados na Tabela VIIL. Os resultados obtidos através de ensaio de
hemaglutinacdo demonstraram que a atividade hemaglutinante de ACLEC foi inibida por
quase todos os carboidratos ufilizados. Os carboidratos rafinose e sacarose ndo foram
capazes de inibir a atividade hemaglutinante de ACLEC em uma concentragio de 100 mM.
Os carboidratos mais potentes para a inibi¢do da atividade hemaglutinante de ACLEC
foram D-glicose e D-manose a uma concentracdo de 0,39 mM, sugerindo que ACLEC
pertenga a classificagiio das lectinas especificas a manose/glicose como classificado por
Peumans er al (1998), como lectinas de Dioclea altissima (Moreira et al., 1997),
Canavalia ensiformes, Dioclea grandifiora, Cratylia mollis (Peumans et al, 1998).
Através da afinidade existente de ACLEC por guase todos os carboidratos testados
podemos concluir que a lectina de Annona coriacea (ACLEC) possui uma variedade de
sitios combinantes de carboidratos, os quais mediam a hemaglutinagfo, porém com maior
especificidade para manose ¢ glicose (Moreira ef al., 1997; Koike et al., 1995).

A caracterizacio fisico-quimica de ACLEC foi realizada utilizando variacdo de
temperatura e pH, enzimas proteoliticas, ions metalicos, agentes desnaturantes como uréia
e DTT, metaperiodato de sodio e deglicosilagdo por TFMS também estdo sendo realizados
para a determinagfo da estrutura e estabilidade de muitas lectinas.

A estabilidade de ACLEC a diferentes condi¢des de pH é notavelmente estavel a

uma ampla faixa de pH 2,0-10,0 (Figura 8), sugerindo assim, grande resisténcia a
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extremos de pH. Resultados similares foram obtidos com lectinas de Araucaria brasiliensis
(Datta et dl., 1991), Artocarpus lakoocha (Wongkham et al., 1995) e Viscum album
(Peumans ef al., 1996) que permaneceram estaveis a extremos de pH.

A estabilidade térmica de ACLEC é ilustrada na Figura 9, onde as mudangas na
atividade especifica ¢ demonstrada. A lectina de 4. coriaceaq, ACLEC, assim como em
lectina de Vatairea macrocarpa (Cavada et al., 1998) e Talisia esculenta (Freire ef al.,
2001), apresentam-se relativamente estiveis ac aquecimento de 37°-80°C. A redugfio da
atividade hemaglutinante de ACLEC ¢ observada a 90°C e 100°C, com um decréscimo de
35% e 50%, respectivamente.

Em algumas lectinas de Escherichia coli (Bhuiyan et al., 1995) e em Sphenostyles
stenocarpa (Machuka et al., 1999a), a adigio de proteases como pronase ¢ tripsina afetou a
atividade hemaglutinante dessas lectinas. O tratamento com proteases ¢ utilizado para
clivar glicoproteinas em peptideos sem afetar a estrutura do carboidrato, resultando em
oligopeptideos (Gilg et al., 1996). Desse modo, as enzimas proteoliticas pronase e tripsina
foram utilizadas na atividade hemaglutinante de ACLEC e os resultados ilustrados na
Tabela IX indicam que apenas a enzima proteolitica tripsina inibiu a hemaglutinagio
induzida por ACLEC diferentemente do observado no tratamento de ACLEC com a
enzima proteolitica pronase, a qual ndo inibiu a atividade hemaglutinante. Estes resultados
mostram que a tripsina é mais eficiente para a clivagem e inibigdo da atividade
hemaglutinante de ACLEC, assim como observado em algumas plantas {(Machuka et al.,
1999) e bactérias (Mouton e? al., 1989).

Varias classes de lectinas requerem fons divalentes para a sua atividade
hemaglutinante, COmO 0s ions Ca® e Mn®" , as quais utilizam estes fons para estabilizar os
sitios ligantes com os aglicares ligantes (Weis ef al., 1996). Porém, o tratamento da
proteina nativa com esses acidos promove a remogio dos ions metalicos além de destruir a
habilidade dessas proteinas em ligar-se a carboidratos (Sharon ez al., 1990), sendo um
processo reversivel.

Analisando a atividade hemaglutinante de algumas lectinas como em Cajanus
cajan (Ahmad et al., 1999) e Dioclea altissima (Moreira et al., 1997) relacionada com a
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necessidade de ions para sua atividade {(metaloproteinas), ensaios com a lectina {ACLEC)
também foram realizados utilizando-se EDTA (25 mM) e EGTA (25 mM). Os resultados,
ilustrados na Tabela IX, mostram que a incubacfic desses ions com ACLEC, ndo
promovem a inibi¢do da atividade hemaglutinante de ACLEC, ou seja, nfio ligam ao
dominio da lectina. ACLEC assim como em lectinas de Arfocarpus incisa (Moreira et al.,
1998) e Artocarpus lakoocha (Wongkham ef ai., 1998), classificando-as como proteinas
ndo dependentes de ions metalicos.

Juntamente com os demais agentes utilizados para a caracterizagdo fisico-quimica
de ACLEC, foram utilizados agentes redutores como DTT (10 mM) e uréia (8 M) (Tabela
IX), esses agentes redutores possuem a capacidade de clivar as pontes dissulfeto ¢ as
pontes de hidrogénio, respectivamente. A lectina ACLEC quando tratada com o agente
redutor DTT (10 mM) nfo perdeu a sua atividade hemaglutinante, sugerindo que a sua
resisténcia esteja relacionada com a presenca de pontes dissulfeto intra-cadeia ou que as
pontes afetadas pela reduglio estejam relativamente distantes do sitio ativo da lectina
(Lehle ef al., 1996). Do mesmo modo, quando ACLEC foi tratada com uréia (8 M), esse
agente redutor nio influencion na atividade hemaglutinante da lectina, sugerindo que a
interagdo entre as pontes de hidrogénio presentes na proteina néo parece ser essencial para
a sua atividade hemaglutinante.

O tratamento oxidativo de lectinas utilizando como agente oxidante metaperiodato
de sddio tem sido descrito por alguns autores como Bhuiyan e colaboradores (1995), o qual
utilizando-se lectina presente em bactéria F. coli demonstrou através de ensaios de
hemaglutinagio que esse agente oxidante ndo influenciava na atividade da lectina. Da
mesma maneira, outros ensaios utilizando o mesmo agente oxidante foram realizados com
lectina de Staphylococcus epidermis (Rupp et al., 1995) e novamente fo1 demonstrado a
meficiéncia desse agente. Outros estudos relacionados com oxidacdo de carboidratos com
metaperiodato de sodio estdo sendo utilizados para avaliar uma provével antigenicidade do
carboidrato presente na molécula, como em glicoproteinas de 7agenmia solium onde a
antigenicidade de algumas de suas glicoproteinas foram diminuidas (Obrégon-Henao et al,
2001).
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Seguindo o mesmo tratamento, a lectina purificada de Annona coriacea, ACLEC,
foi submetida a oxidagdo pelo mesmo agente oxidante. Através do ensaio de
hemaglutinagdo observou-se que este agente oxidante nfo foi eficiente na inibi¢do da
atividade hemaglutinante de ACLEC (Tabela IX). Com todas essas informagdes pode-se
concluir que as glicoprotéinas que néo tenham sua atividade hemaglutinante afetadas por
metaperiodato de soédio possam ter na sua parte protéica o agente responsivel pela
atividade hemaglutinante (Mouton ef al., 1989). Para comprovagio da andlise obtida pelo
ensaio de hemaglutinagdo, ACLEC tratada com o agente oxidante foi analisada em gel de
poliacrilamida em presenga de SDS (12,5%) (Figura 10) juntamente com a proteina nativa
(Linha 1), pudemos observar que ACLEC tratada (Linha 2) realmente nao teve sua
estrutura ¢ mobilidade afetada pelo agente oxidante. A partir destes resultados, podemos
concluir que ACLEC ¢ resistente a oxidagio por metaperiodato, ou seja, os carboidratos N-
Jigantes ndo foram fragmentados pela agao do agente oxidante. Podemos nos encorajar em
dizer que a atividade da lectina ndo foi afetada pelo tratamento oxidativo ou pela pouca ou
nenhuma presenga de grupamentos glicol, j4 que a suscetibilidade dos carboidratos ao
metaperiodato varia de acordo com a presenga de grupos glicol em suas vizinhangas
(Obrégon-Henao et al., 2001).

A deglicosilagdo de glicoproteinas é necessaria para numerosos estudos, tais como
a determinagio estrutural do grupo polipeptidico, estabilizagfio da estrutura e fungéo dos
carboidratos (Sojar et al, 1987). O reagente quimico na sua forma anidra, acido
trifluorometanosulfnico (TFMS), tem sido empregado para a deglicosilagdo. O reagente
tem por caracteristica hidrolizar as ligagGes glicosidicas que envolve os aglicares neutros
mais do que dagqueles que envolvam N-acetilhexosamina. De maneira a impedir qualquer
reagdo secundaria, tal como a alquilagao das ligagdes polipeptidicas durante a deprotegdo
dos grupamentos, foi empregado como reagente secundario uma base, anisol (Sojar et al.,
1987).

A lectina ACLEC foi submetida a deglicosilagio utilizando TFMS ¢ anisol (2:1,
v/v) como agentes deglicosilantes. Atraves de ensaio de hemaglutinagdo constatou-se que

esse {ratamento inibiu a atividade hemaglutinante da lectina (Tabela IX). Para
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comprovagdo do resultado obtido pelo ensaio de hemaglutinagio, ACLEC tratada foi
submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de SDS (12,5%)
juntamente com a ACLEC em sua forma nativa (Figura 10). Por anilise do SDS-PAGE
podemos concluir que o tratamento de deglicosilagio de ACLEC promoveu uma
modificagdo estrutural assim como na heterogeneidade aparente, resultando em uma
pequena diminui¢do na mobilidade da lectina (Linha 3), quando comparada com ACLEC
nativa (Linha 1) e a redugdo do nimero de bandas protéicas. Essa redugdo de bandas em
ACLEC tratada com TFMS ¢ devido & remogdo dos residuos de carboidratos que poderiam
estar constituindo a maior por¢do da banda protéica de alto peso diferentemente da banda
de baixo peso a qual sofreu apenas uma diminuigio da mobilidade (Karp er ol 1982),
indicando que ACLEC teve sua conformagfo e afinidade mudada pela utilizaciio desses
agentes deglicolizantes. Este comportamento difere da lectina de Aspergilus nidulans
(Chen et al., 1996) ¢ na deglicosilagdo de algumas glicoproteinas (Edge ef al., 1981) as
quais possuem além de modificagdo estrutural apresentam um decréscimo na massa
molecular.

Na analise de ACLEC, o valor do triptofano nfio foi detectado pelo processo
utilizado. A composi¢do giobal dos aminoacidos, apresentados na Tabela X evidencia alta
presenga de residuos de Arg ¢ Gly, além de Cys e trés residuos de Met. O aminoacido
histidina apresenta-se em baixa quantidade e os residuos do aminoacido fenilalanina nio se
mostram presentes em ACLEC. Os demais aminoicidos apresentam-se em uma baixa
concentragdo. ACLEC apresentou uma composi¢io semelhante & de Urtica dioica
(Beintema et al., 1992), Abrus precatorius (Chen er al., 1992), Aloe arborescens (Koike et
al., 1995) e Ricinus communis (Lin et al., 1980).

A analise do N-terminal da lectina ACLEC obtida de sementes de Annona
coriacea (subunidade 16 kDa), teve sua homologia comparada com a de outras lectinas de
plantas pela utilizagdo de bancos de dados eletrénicos. A seqiiéncia do N-terminal obtida
de ACLEC (Tabela XI) apresentou alta quantidade de residuos conservados com regides
de outras lectinas de plantas de seqiiéncia ja determinada (LECRPAlq, LecClAlq,
MALBI, LECMAHB, LECSJABMIIa).
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ACLEC evidenciou em seu N-terminal a seqiiéncia de: DNQRSFSFNRFNAA-
PNENDLLFQGDASVSST. Esta seqiiéncia mostra homologia em torno de 50% com
algumas lectinas reportadas na literatura, tal como Robinia pseudoacacia (Van Damme et
al., 1993a; Yoashida er al, 1994), Maackia amurensis (Van Damme et al., 1997a),
Cladrastis lutea (Van Damme e? al., 1995b) e em Sophora japonica (Van Damme ef al.,
1997b) (Tabela XI). A conservagdo de alguns residuos de aminoacidos ¢ a presenga dos
residuos R(5), A(14) e A(15) em ACLEC, os quais sdo ausenies em outras lectinas, indica
uma diferenciagdo evolucionaria desta espécie. Estes resultados oferecem compreensio da
evolugdo aumenta as informagdes em relagdo as plantas de cerrado.

As lectinas, as quais se ligam a receptores especificos em eritrocitos, linféeitos e
uma variedade de outras células, causam a aglutinagdo dessas células ou levam a
proliferagdo dos linfocitos (Ganguly ef al., 1980). ACLEC foi analisada quanto ao seu
efeito em induzir ou inibir a agregagdio plaquetdria induzida por Ristocetina € por
Colageno. Nas Figuras 11 e 12, estdo ilustrados os resultados obtidos com os agentes
agonistas Ristocetina ¢ Colageno, respectivamente. Nos testes de agregac¢do plaquetdria
ACLEC, assim como lectina de lentilha (Ganguly ef al., 1980), ndo teve acdo sobre a
agregagio em células lavadas. Quando em presenca dos agonistas Ristocetina (2 mg/mi) e
Colageno (1mg/ml), ACLEC foi incapaz de mibir a agregagao promovidas por esses
agonistas, em uma concentragdo de 2 mg/ 70 pl. Dados diferentes dos enconfrados para
ACLEC, tem sido apresentados em lectinas de Phaseolus coccineus, Ricinus communis €
aglutinina do gérmen de trigo (Greenberg et al, 1974), as quais promovem a agregacio
plaquetaria.

Devido as atividades biologicas das lectinas ou lectina-like estarem ligadas a
inibi¢do do crescimento de fungos (Gozia et al. 1993; Verheyden et al. 1995), como a
aglutinina de Urtica dioica (Broekaert et al.,1989) e a do gérmen de trigo (WGA) que
inibem o crescimento in vitro de alguns fungos, ACLEC foi incubada em meio de cultura
juntamente com 0s fungos Colletotrichum lindemuthianum, Colletotrichum musae,
Fusarium oxysporum e Saccharomyces cerevisiaege para a determinagdo de sua atividade

fungicida. Com os resultados obtidos na Figuras 13 , podemos concluir que ACLEC néo
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observado em uma proteina heveina-like de Sambucus nigra (Van Damme et al., 1999) ¢
em lectina de Pisum sativum L. (Ye et al., 2001).

Entre os fatores de defesa de plantas, ha grandes evidéncias que as lectinas
proporcionam a defesa destas confra insetos e outros herbivoros. O papel potencial das
lectinas no controle de insetos tem sido realizado por experimentos utilizando sementes ou
dietas artificiais contendo preparagfes de lectinas as quais sfo incorporadas na dieta e
sementes ou aplicadas topicamente (Peumans ef al., 1995).

Diante do exposto, a lectina ACLEC foi incorporada em sementes artificiais a
variadas concentragbes ¢ oferecidas ao coleoptera C. maculatus. O estudo revelou que a
lectina ACLEC ndo exerce um efeito téxico significativo sobre o numerc de larvas
sobreviventes (Figura 14) ou peso médio (Figura 15) a concentragio de até 3%. Podendo
apenas ter um eferto antinutricional para esses insetos. Resultados similares também tém
sido obtidos pela utilizagdo de lectinas de Glycine max, Vicia villosa e Dolichos biflorus
(Murdock er al., 1990) quando oferecidas a esse bruquideo como dieta artificial com uma
concentragdo de 1% de cada lectina. Diferentemente, as lectinas de Triticum aestivum,
Solanum tuberosum, Datura stramonium e Arachis hypogeae (Murdock et al., 1990) e em
Urtica dicica (Huesing et al,, 1991) possuem um alto efeito toxico as larvas desse
bruquideo.

Com o mesmo objetivo analizado para o coledptero, ACLEC foi incorporada na
dieta artificial do lepidoptera 4. kuehniella a variadas concentragdes. O estudo revelou que
ACLEC possui um alto efeito toxico sobre essas larvas, atingindo uma redugo de 50% de
sobrevivéncia (LDsq) a nivel de 1% de incorporagio, aumentando ainda mais, quando em
concentragdes superiores a 1% (Figura 16). A Figura 17 evidencia o forte efeito deletério
sobre o peso médio das larvas sobreviventes que se alimentaram da dieta contendo
ACLEC, com uma reducio de 50% de seu peso (WDsg) a 1% de incorporagdo, essa perda
no peso foi representada pela diminui¢do do comprimento e largura das larvas quando
comparada com as do controle (Figura 18), mostrando um alto grau de inibigdo pela

atuagdo da lectina. Do mesmo modo, outras lectinas de plantas também possuem um efeito
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detrimental sobre outros lepidopteras como as lectinas de Arachis hypogea sobre Chilo
partellus (Law et al., 1997), Galanthus nivalis, Iris hybrid, Listera ovata e Bryonia dioica
sobre Maruca vitrata (Machuka et al., 1999b) ¢ Canavalia ensiformes sobre Laconobia
oleraceae (Fitches et al., 1997).

Por mais que o epitélio intestinal dos insetos seja recoberto por sitios higantes a
carboidratos, nem todas as lectinas possuem a capacidade de ligarem-se a esses 51108,
devido a toxicidade das lectinas ser especificas. Esta especificidade tambeém pode estar
ligada a fraca conservagéo das posigbes dos carboidratos nas proteinas entre as espécies,
observando que lectinas que sdo tOxicas para uma determinada espécie de insetos ndo
necessariamente sejam toxicas para outras espécies (Triguerds ef al., 2000). A toxicidade
das lectinas também pode ser atribuida por modificages que possam ocorrer a absorgdo de
proteinas necessarias ao inseto, inibigio de proteinas funcionais (enzimas) ou até mesmo,
modificagGes dos sitios ativos das proteinas.

Em conclusdo, tem-se a purificagio e caracterizagdo bioquimica de uma lectina
presente em sementes de A. coriacea, denominada ACLEC, a qual apresenta uma maior
afinidade pelos carboidratos manose e glicose. Esta lectina apresenta uma certa resisténcia
1o desenvolvimento in vivo de larvas do lepidoptera A. kuehniella. Estes resuitados nos
levam a sugerir que esta lectina possa ser empregada para estudo mais especificos, que
envolvam o mecanismo de defesa de plantas ao ataque de insetos. 7

A busca de produtos naturais, que possam ser usados como agentes
potencialmente Uteis ao combate de pragas e patogenos que causam prejuizos a produtos
agricolas comercialmente utilizados pelo homem, contribui para a amenizar os problemas
do uso de inseticidas e fungicidas sintéticos no combate de pragas e doengas que, além de
cerem onerosos para a maioria dos produtores, resultam em contaminagdo ambiental

induzindo o surgimento de espécies resistentes (Macedo ef al., 2000).
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