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PREFACIO

Para melhor apresentacdo dos estudos realizados, esta tese
foi dividida em trés capitulos e um apéndice. Neste dltimo
foram inseridos os trabalhos gerados durante sua realizacdo.

CAPITULO I: ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO FisIico-
QUIMICA DA LECTINA DE SEMENTES DE Talisia esculenta (ST.
HIL) RADLK

CAPITULO II: O PAPEL DA LECTINA DE SEMENTES DE Talisia
esculenta NA DEFESA DE PLANTAS A0 ATAQUE DE FUNGOS,
BACTERIAS E INSETOS

CAPITULO ITI: ESTUDO DA ATIVIDADE PRO-INFLAMATORIA
EM CAMUNDONGO INDUZIDA PELA LECTINA DE SEMENTES

DE T. esculenta
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CAPITULO T

ISOLAMENTO E CARACTERIZACAO FIsIcO-
QUIMICA DA LECTINA DE SEMENTES DE Talisia
esculenta (ST. HIL) RADLK



I-INTRODUGAO
1.1- Aspectos gerais

A primeira descricdo do que agora conhecemos como lectina, foi dada por
Stimark (1888) quando investigava os efeitos tdxicos de extratos de mamona
(Ricinus communis) sobre células sangiiineas. Ele mostrou que o material
responsavel pela hemaglutinacdo era uma proteina que chamou de ricina, embora
agora esteja evidente que o que ele chamou de ricina era uma complexa mistura de
moléculas toxicas e lectinas nio téxicas.

Ridiger (1997), apontou os requisitos para que uma proteina seja denominada
lectina: (a) ser uma proteina ou glicoproteina que se liga a carboidratos e
conseqlentemente aglutina hemécias e outras células que possuam um ou mais
sitios de ligagdo para aglcar; (b) ligar-se a carboidratos mas nao necessariamente
ser glicosilada; (c) ser produzida constitutivamente mas n3o como resultado de
estimulos externos. Peumans & Van Damme (1995} indicaram ainda mais uma
exigéncia: (d) apresentar, no minimo, um dominio nao catalitico de ligacéo reversivel
a carboidratos.

Apesar destes requisitos serem amplamente aceitos, alguns aspectos
especiais ja foram abordados: existem proteinas que por apresentarem um (nico
dominio ligante de carboidrato (merolectinas), sao incapazes de aglutinar células
devido a sua natureza monovalente (Van Parijs et al, 1991); ja é sabido que a
inibigdo da interagdo entre a lectina e um glicoconjugado por um carboidrato, é uma
prova de que esta interagdo ¢ mediada pela lectina. Entretanto, ha casos em que
essa interacdo é evitada ou inibida devido a presenca de baixas concentracSes de
sais (Etzler & Borrebaeck, 1980); algumas plantas respondem a infecgbes ou a
lesGes produzindo lectinas (Millar et al, 1882). Sem desconsiderar estas
particularidades que fogem a regra geral, Peumans & Van Damme (1995)
propuseram a mais recente definicio de lectinas de plantas que diz: lectinas sio
proteinas que possuem pelo menos um dominio ndo catalitico e gque sejam capazes
de ligar-se reversivel e especificamente a carboidratos. Essa nova definicdo inclui
varias proteinas que se comportam de maneira bastante diferente sob o ponto de
vista das propriedades agiutinantes e/ou precipitantes de glicoconjugados e permite
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que as lectinas sejam reunidas em quatro grupos de acordo com suas caracteristicas
estruturais: mero, holo, quimero e superlectinas (Peumans & Van Damme,1985; Van
Damme et al., 1998) (figura 1).

1.2-Subdivisdo de lectinas vegetais de acordo com a estrutura

- Merolectinas: apresentam um dnico dominio de ligac&o a carboidratos. Como so
monovalentes, consequentemente ndo precipitam glicoconjugados nem aglutinam
celulas. Heveina, uma pequena proteina do latex de seringueira (Hevea brasifiensis),
que se liga a quitina, € uma tipica merolectina (Van Parijs et al., 1991).

- Hololectinas: s&o compostas de pelo menos dois dominios ligantes de
carboidratos, que sao idénticos ou muitos similares e ambos ligam-se ao mesmo
aglcar ou a aglcares estruturaimente similares. Como sdo multivalentes aglutinam
células efou precipitam glicoconjugados. A maioria das lectinas vegetais pertence ao
subgrupo das hololectinas.

- Quimerolectinas: s&o lectinas compostas de um ou mais dominios de ligaco a
carboidratos € um dominio naoc relacionado com o anterior. Este Gltimo pode
apresentar atividade enzimatica bem definida ou qualquer outra atividade biologica
contanto que atue independentemente do(s) dominio(s) de ligagdo a carboidratos.
Dependendo do nidmero de sitios de ligagdo a carboidratos, as quimerolectinas
comportam-se como merolectinas ou como hololectinas. Um representante deste
grupo € a ricina (toxina de mamona), que possui dois dominios de ligagio para
carboidratos comportando-se como uma hololectina (Peumans & Van Damme,
1998).

Superlectinas: consistem de pelo menos dois dominios de ligagdo para
carboidratos independentes estrutural e funcionalmente. Como exemplo, pode ser
citada a lectina de tulipa (TxLC-l) que consiste de um dominio e ligagdo para
manose, seguido por um dominioc nao relacionado de ligacdo a N-
acetilgalactosamina (Van Damme et al., 1996).



Merolectina Hololectina Quimerolectina

O OO THO-=<
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Dominios de ligagdio a carboidratos B B

Dominio Catalftico Fx
Dominio Inativador de Ribossomos O

Figura 1. Subdivisdo de lectinas de plantas de acordo com a caracteristica
estrutural (Adaptado de Van Damme et al., 1998).

1.3- Subdivisdo de lectinas vegetais de acordo com a ocorréncia, estrutura
molecular e especificidade

Como as lectinas formam um grupo de proteinas muito heterogéneas, vérias
tentativas ja foram feitas para agrupa-las de acordo com a estrutura molecular,
especificidade para ligaggo a carboidratos e atividades biolégicas. As lectinas de
plantas podem ser classificadas em sete grupos de acordo com as semelhancas
estruturais e evolutivas (tabela I} (Peumans & Van Damme, 1998).



Tabela 1: Familias de lectinas de plantas: ocorréncia, estrutura molecular e
especificidade

Lectinas Qcorréncia Estrutura Especificidade
Molecular
Distribuigcdo N° de N° de protémeros
Taxonémica lectinas
identificadas
Legume Legumes >100 Z2oud Diversa
Mono- Liliales >50 123e4 Manose
cofiledéneas
Ligantes de Mono e >100 Tou 2 GlcNAC ou (GlecNAC),
quitina Dicotiledbneas
Tipo 2RIP Mono e >20 1,20u4 Gal, GalNAC ou
Dicotileddneas NeuSAca(2,6)Gal/GalNAc
Floema de Cucurbitaceae <10 2 (GlcNAC),
Cucurbitaceae
Familia jacalina Moraceae <10 2 Gal
Convulvulaceae Manose/Maltose
Amaranthaceae Amaranthaceae <10 2 GaiNAc

Tabela adapatada de Peumans & Van Damme, 1998.

1.3.1- Lectinas de leguminosas

Esta familia de lectinas engloba proteinas encontradas unicamente na familia
Leguminosae. Mais de 100 lectinas j& foram isoladas e cerca de 70 dessas,
pertencentes a diferentes subordens e espécies, foram caracterizadas,
principaimente aquelas de sementes onde o percentual de lectina varia de 1 a 10%
do total de proteinas sollveis, embora em algumas espécies concentra¢bes acima
de 50% tenham sido observadas (Sharon & Lis, 1980).

Varios legumes possuem duas ou mais diferentes lectinas numa semente.
Embora elas difram em suas especificidades para carboidratos, s@o muito
semeihantes em suas propriedades fisico-quimicas. Consistem usualmente de 2 ou 4
subunidades (25-30 kDa), cada subunidade com um sitio de ligaco para carboidrato
(Sharon & Lis, 1990). Algumas lectinas de legumes s&@o glicosiladas sendo que
algumas cadeias podem apresentar aito teor de glicosilacéo. Muitas fectinas podem
ser encontradas em diferentes formas moleculares. A lectina de FPhaseolus vulgaris
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(PHA), por exemplo, é formada por dois tipos de subunidades denominadas E e L,
que se associam em varias proporgdes dando origem a uma familia de 5 isolectinas
tetraméricas: £4, E3L, E2(2, EL3 e L4 (Felsted et al., 1981). As lectinas de plantas
muitas vezes apresentam-se como isolectinas e sao muito parecidas ou idénticas na
sua especificidade para carboidratos. Existem trés razdes para a heterogeneidade
das lectinas: (1) processos poés-transducionais incompletos, o que acarreta
diferencas nas extremidades C e N-terminal (Young et al., 1895); (2) variagdes na
glicosilagdo da proteina; (3) heterogeneidade genética, isto é, mais de um gene
codificando a lectina (Sharon & Lis, 1989; Van Damme et al.,1998).

Este grupo de lectinas requer cations divalentes para a manutencio de atividade
bioldgica. Os fons Mn*? e Ca'™ estabilizam o sitio de ligacdo a carboidrato bem como
fixam as posicdes dos aminoacidos que interagem com os carboidratos ligantes. Os
aminoacidos envolvidos na ligacio desses ions sfo bastante conservados (Weis &
Drickamer, 1996).

Estudos das estruturas tridimensionais de lectinas e de complexos lectina-
carboidrato tém sido realizados através de sofisticadas técnicas de difracio de raio
X, ressonancia nuclear magnética e, em alguns casos, por modelamento molecular.
Através desses estudos € possivel caracterizar com mais detathes essas proteinas e
desvendar as mudangas que ocorrem na molécula em resposta & ligagdo ao
carboidrato.

Vérias lectinas de leguminosas ja tém suas estruturas cristalograficas depositadas
nos bancos de proteinas, como PHA (Hamelryck et al., 1996), a lectina de Lathyrus
ochrus (Rougé & Cavada, 1984), a de amendoim (Banerjee et al., 1994), a de soja
(Dessen et al., 1985), e a de Griffonia simplicifolia (Delbaere et al., 1993).

Muitas lectinas de leguminosas apresentam atividades biologicas importantes,
como a lectina isolada de Abrus puicheilus (Ramos et al., 1998), que se mostrou
extremamente toxica quando injetada na cavidade peritonial de camundongos ou
guando testada com o crustéceo Arthemia salina. Outros exemplos podem ser
citados como o efeito inflamatdrio e anti-inflamatéric desempenhado pela lectina de
soja (Benjamin et al., 1997), e a atividade inseticida da lectina de L. ochrus sobre
larvas de Drosophila melanogaster (Triguéros et al., 2000).



1.3.2- Lectinas ligantes de quitina

A familia das lectinas ligantes de quitina compreende todas as proteinas que
contenham pelo menos um dominic heveina. O termo “dominio heveina” refere-se a
uma pequena proteina de 43 aminodacidos, extraida do latex da seringueira (Hevea
brasiliensis) (Waljuno et al., 1975). Todas as unidades estruturais de
aproximadamente 40 residuos de aminoacidos que exibem seqiéncia similar a
heveina e que possuem capacidade de ligar-se a quitina, sdo denominadas
possuidoras do “dominio heveina”. Deve-se ressalitar que ha também lectinas que se
igam a quitina sem apresentarem esse dominio heveina, como por exemplo, as
lectinas de Cucurbitaceae (Van Damme et al., 1998).

Esta familia compreende mero, holo e quimerolectinas. Heveina & uma
merolectina composta de um simples dominio ligante de quitina. As hololectinas
apresentam dois dominios ligantes de quitina, como por exemplo a aglutinina de
Urtiga dioica (UDA) (Beintema & Peumans, 1992). As quitinases de classe | sdo
quimerolectinas compostas de um dominio heveina ligado a um dominio catalitico
com atividade quitinasica. Todas as lectinas desta familia, incluindo as quitinases de
classe | ficam retidas numa coluna de quitina, 0 que indica a capacidade de interacdo
dessas lectinas com este polissacarideo. Os sitios de ligagdo a carboidrato
apresentam uma estrutura complexa o que vem explicar 0 porqué da interacdo
dessas lectinas com carboidratos, ndo ser inibida por GicNAc, necessitanto de pelo
menos um dimero de GicNAc. Sao encontradas em cinco familias nao relacionadas
taxonomicamente:  Gramineae, Solanaceae, Urticaceae, Papaveraceae e
Amaranthaceae. Elas apresentam diferentes atividades: agio fungicida — a UDA
atrapaiha a sintese e/ou depdsito de quitina na parede celular de algumas espécies
de fungos (Broekaert et al., 1989); defesa contra bactérias — a lectina de Datura
stramonium blogueia a movimentagdo normal da bactéria (Broekaert & Peumans,
1986); interferéncia no crescimento e desenvolvimento de insetos — WGA inibe o
crescimento e reproducdo do inseto Nilaparvata lugens, que ataca arroz (Powell et
al., 1995),



1.3.3- Proteinas inativadoras de ribossomos tipo 2

Proteinas que inativam ribossomos (RIP) s3o comumente conhecidas como
proteinas que cataliticamente inativam ribossomos eucariéticos (Barbieri et al., 1993).
O mecanismo de agdo delas é baseada na remocdo enzimética de um residuo
adenina especifico de uma regido alfamente conservada na subunidade maior do
RNA ribossomal. A clivagem deste residuo especifico de adenina causa uma
mudanca conformacional, impedindo a ligacao do fator de elongagéo 2 ao ribossomo.
Como resultado, a sintese de profeina é impedida e as células morrem. Durante os
ultimos anos, tém sido apresentadas evidéncias de que a atividade enzimatica das
RIP n&o é restrita a simples residuos de adenina de ribossomos eucariéticos ou
RNAr. A maioria das RIP s&o realmente capazes de remover muitiplos residuos de
adenina, e de polinucleotideos como RNA e DNA.

Varias protfeinas inativadoras de ribossomo do tipo 2 tém sido isoladas de plantas
pertencentes a familias n&o relacionadas taxonomicamente: Euphorbiaceae,
Fabaceae, Sambucaceae, Viscaceae, Ranunculaceae, Lauraceae, Passifloraceae,
Iridaecae e Liliaceae. Todas as lectinas apresentam alta homologia tanto na cadeia A
quanto na B, mas diferem gquanto a atividade catalitica, especificidade para substrato
€ propriedades tdxicas. A maioria liga-se preferencialmente a Gal ou GalNAc. Muitas
podem entrar em células intactas por endocitose, depois que sua cadeia B se ligar a
glicoreceptores na superficie da célula. Uma vez dentro da célula, a cadeia A pode
entdo chegar ao citosol e inativar os ribossomos, resultando na morte da célula.

Como exemplo de atividade biologica podemos citar a ricina, uma lectina isolada
de R. communis e a abrina de Abrus precatorius, que exercem atividade antitumoral,
baseada na inibicdo de sintese protéica (Lin & Li, 1980). Os insetos, por sua vez,
reagem de modo diferente frente as proteinas 2 RIP. A ricina é altamente t6xica para
Callosobruchus maculatus e Anthonomus grandis, mas nao apresenta nenhum efeito
sobre Spodoptera litoralis e Heliothis virescens. A auséncia de efeito da ricina sobre
os lepiddpteros pode indicar que estes sdo capazes de inativar a lectina ou que
existe uma caréncia de receptores especificos para a cadeia B (Gatehouse et al,
1990).



1.3.4- Lectinas de monocotileddneas ligantes de manose

O termo “lectinas de monocotiledbneas ligantes de manose” refere-se a
superfamilia das lectinas estritamente especificas a manose, as quais até agora tém
sido exclusivamente encontradas no subgrupo das plantas monocotileddneas
(Peumans & Van Damme, 1896).

Todas as lectinas de monocotileddneas ligantes de manose consistem de
subunidades com seqiéncia similar e estrutura tridimensional semelhante. Elas
ocorrem em pelo menos cinco familias diferentes; Amaryllidaceae, Alliaceae,
Araceae, Liliaceae e Orchidaceae (Van Damme et al., 1998). A inibicdo da atividade
bioldégica por carboidratos é exclusiva para manose, com excegao da superlectina
TxLC-1 extraida de bulbos de tulipa que nao € inibida por nenhum aclicar simples,
mas sim pela combinagéo de manose com GalNAc (Van Damme et al., 1996).

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

1.3.5- Lectinas relacionadas a jacalina

O termo “lectinas relacionadas & jacalina” engloba todas as lectinas que s&o
estruturalmente e evolucionariamente relacionadas a lectina da jaca (Arfocarpus
integrifolia). A familia da jacalina compreende dois subgrupos de lectinas. O primeiro
subgrupo compreende as lectinas de semente da familia Moraceae, especificas para
N-acetilgalactosamina, as quais sao muito similares a lectina de jaca e o segundo
que compreende as lectinas da familia Convolvulaceae, que apresentam seqiéncia
similar com a lectina de Moraceae, mas exibem especificidade para manose/maltose
(Van Damme et al., 1996).

Como exemplo de lectinas do grupo da Moraceae, pode-se citar a lectina de
folhas de amora (Morus alba), que € capaz de induzir a aglutinagdo da bactéria
fitopatogénica Phaseolus syringae pv mori (Ratanapo et al.,, 2001); a lectina Maclura
pomifera que apresenta um efeito significante sobre larvas de C. maculatus (Murdock
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et al, 1990) e jacalina que afeta o desenvolvimento de Empoasca fabae, inseto que
ataca batata (Habibi et al, 1993). Poucas informagdes existem do grupo das
Convolvulaceae, mas se sabe que podem apresentar atividade mitogénica (Peumans
etal, 1997 b).

1.3.6- Lectinas do floema de Cucurbitaceae

Muitas espécies de Cucurbitaceae contém altas concentracdes de lectinas que
ligam-se a oligbmeros de GICNAc, mas n&o apresentam dominios heveina (Wang et
al., 1994). Estas s&o denominadas lectinas do floema de Cucurbitaceae, proteinas
diméricas, compostas de duas subunidades nao glicosiladas e idénticas de 24 kDa.
Apresentam alto grau de homologia entre si, mas nenhuma similaridade sequencial
com qualquer outra proteina ou lectina vegetal. Este grupo de lectinas parece estar
envolvido com mecanismos de defesa contra microorganismos (Read & Northeote,
1983).

1.3.7- Lectinas de Amaranthaceae

A clonagem e a andlise por difragio de raio-X revelaram que a amarantina,
lectina de sementes de Amaranthus caudatus, no se assemelha a qualquer outra
lectina vegetal com relagdo & seqiiéncia de aminoacidos e estrutura tridimensional,
sendo entdo considerada como o protétipo desta familia. Esta lectina é inibida por
GalNAc, mas muito mais ainda pelo dissacarideo Galp(1,3)GalNAc (Rinderle et al.,
1889).

Varias outras espécies de Amaranthus contém lectinas muitos similares a
amarantina, como A. spinosus, A. leucocarpus e A. cruentus (Peumans et al., 1998).
S&0 proteinas que interagem in vitro com células humanas e de animais, embora os
papéis bioldgicos dessas lectinas ainda nZo tenham sido elucidados. Entretanto,
devido a alta afinidade que estas proteinas apresentam para antigeno T-
dependentes, pode ser que elas estejam envolvidas na defesa de plantas contra
predadores (Van Damme et al., 1998).

10



1.4- Especificidade de lectinas vegetais por carboidratos

A capacidade de aglutinar células, isoladamente, ndo caracteriza uma lectina,
pois outros agentes sao capazes de produzir esta reagdo, como taninos, cerios
lipidios e cations divalentes em altas concentracbes. Para garantir que a aglutinagéo
estd sendo mediada pela lectina exige-se que ocorra a inibicdo desta atividade por
carboidratos. O inverso da menor concentragdo de carboidrato que inibe a
aglutinacdo oferece uma estimativa da afinidade entre o carboidrato e a lectina
(Rudiger, 1998).

A figura 2 apresenta um esquema dos sitios de ligagdo de uma lectina hipotética.

Sugar~sugar
distances and
30 spatial
arrangement

/ important

>

Competitive inhibition
of binding may be — GicNAC
achieved using

appropriate

monosaccharide, man
e.g. glcNAc
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site

Hydrophobic
and specific

Protein
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Figura 2: Ligacao de uma lectina a diferentes carboidratos (Brooks et al., 1997).

Essa ligacdo envolve trés monossacarideos, sendo dois terminais (GicNac e
Man) e outro sub-terminal (Man) na cadeia oligossacaridica, com um arranjo espacial
proprio. Por vezes a parte protéica ou lipidica da glicoproteina ou da lipoproteina
também interage com a lectina através de interacbes hidrofobicas e eletrostaticas
que nao estdo localizadas nos sitios de ligagdo a carboidrato, mas que
desempenham papel fundamental na interagdo da lectina com estruturas tissufares
(Kennedy et al., 1995).

A especificidade das lectinas por carboidratos é usuaimente examinada por
técnicas de inibicdo, nas quais diferentes monossacarideos, oligassacarideos ou
glicoproteinas sdo avaliados em sua capacidade de inibir 2 hemaglutinacdo ou a
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precipitacao de polissacarideos. Entretanto, este método & semiquantitativo, levando
em consideracao a variabilidade dos reagentes biolégicos e da técnica em si. Para a
confirmacgéo da interacdo lectina-carboidrato, empregam-se hoje varias adaptaces
do método de ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay). Kojima et al. (1994)
utilizaram o método GAS ELISA (GAS = giycoprotein-antibody sandwich) para
confirmar a especificidade da Sophora japonica aglutinina | (B-SJA-l} por
carboidratos, partindo do conhecimento prévio de que lectinas conjugadas com HRP
(HRP = horseradish peroxidase) tém sido utilizadas para a deteccio e a analise de
glicoproteinas. Os autores conjugaram uma glicoproteina (asialofetuina, que reage
com Sophora japonica aglutinina ) com HRP e utilizaram este conjugado (HRP-GP)
para detectar e caracterizar a atividade da lectina. A ligacdo da B-SJA-I com HRP-
asialofetuina e sua inibigdo competitiva com monossacarideos foi ensaiada em
placas de microtitulagéo e seguiu o seguinte procedimento: (1) aderéncia da lectina
ou extrato contendo a lectina; (2) adicéo de BSA para bloqueio dos sitios ligantes de
proteina remanescente; (3) adicdo da HRP-asialofetuina: (4) lavagens para a
remocdo da HRP-asialofetuina ndo ligada a lectina; (5) adicdo do substrato (o0-
feniletienodiamina em H,0,) e (6) analise espectrofotométrica (490 nm) da cor
resultante. Nos ensaios de inibigdo, foram adicionadas solucdes de diferentes
aglcares antes da incubagéo com HRP-asialofetuina. Estes experimentos mostraram
que: a ligagado da B-SJA-l com HRP-asialofetuina foi dose dependente; que esta
interagdo foi inibida por galactose, N-acetilgalactosamina e lactose, resuftado
coincidente com a inibicdo da atividade hemaglutinante e que a atividade da lectina
foi detectada no extrato bruto na concentracao de 5 a 300 ug.mi” de proteina.

A especificidade por carboidratos é uma das caracteristicas utilizadas para
classificar as lectinas e, segundoc a afinidade por aglicares simples, as lectinas
vegetais foram classificados por Makela (1957) em quatro grupos, dependendo da
configuracdo refativa de C3 e C4 do anel piranosidico: grupo | (L-fucose), grupo 1l
{galactose, acetilgalactosamina), grupo I (glicose, manose) e grupo IV (D-idose, L-
glicose e L-xilose). Goldstein & Poretz (1986) ampliaram a classificacéo: grupo |
(manose especifica), grupo Il (manose/glicose), grupo i (manose/maltose), grupo IV
(galactose/N-acetilgalactosamina), grupo V (N-acetilglicosamina especifica), grupo VI
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(L-fucose) e grupo VIl (acido sialico). Recentemente, Peumans & Van Damme (1998)
propuseram uma classificag&o mais abrangente (tabela ).

A afinidade das lectinas por monossacarideos & geraimente fraca, bastante
seletiva, mas nao absoluta. Muitas lectinas toleram alguma variagdo no C-2 do anel
piranosidico. Por exemplo, lectinas manose-especificas podem interagir com glicose
(seu epimero) e vice-versa. ConA exibe especificidade para manose, mas pode figar-
se a glicose e a N-acetilglicosamina (So & Goldstein, 1967). A maioria das lectinas
com especificidade para galactose interage também com N-acetilgalactosamina. Aqui
também esta inclusa a lectina de Bandeiraea simpliciforia | (Hayes & Goldtein, 1874},
gue & galactopiranosil-ligante.

Geralmente s&o aceitas pouquissimas alteragdes em C-3, embora a lectina de
Vicia faba apresente uma afinidade bem maior por 3-o-metil-glicose do que por
glicose (Alen et al., 1976).

O grupamento OH de C-4 é critico na interacdo com a lectina. Por exemplo,
lectinas galactose-especificas ndo reagem com glicose ou manose, nem aquelas
manose/glicose ligam-se a galactose, bem como lectinas especificas para N-
acetilglicosamina n&o interagem com N-acetilgalactosamina e vice-versa, embora a
aglutinina Helix pomatia, ligante de N-acetilglicosamina, também apresente 10% de
afinidade para N-acetilgalactosamina (Hammarstrén & Kabat, 1969).

Alguns aglicares em sua forma furanosidica podem ligar-se a ConA, como por
exemplo frutose e arabinose (Goldstein et al., 1965). Algumas lecfinas pertencentes
a um mesmo grupo demonstram especificidade pelo anémero o ou B-glicosidico do
respectivo monossacarideo, enquanto que outras ndo fazem essa distingido e
interagem igualmente com as duas formas. Algumas outras demonstram preferéncia
por glicosidicos aromaticos ao invés de alifaticos, sugerindo a presenca de uma
regiao hidrofébica proxima ao sitio de ligagéo a carboidrato (Lis & Sharon, 1998).

Métodos fisicoquimicos como espectrofotometria, fluorometria e ressonancia
magnética nuclear sdo empregados para determinar a constante de associagao e
outros parametros termodindmicos e cinéticos da reacdo de aglutinago,
aumentando as informacbes a respeito do processo de ligagdo e permitindo
especular sobre a natureza dos sitios ligantes das lectinas. As constantes de
associacao entre lectinas e monossacarideos ficam na faixa de 10° a 5 X 10* M,
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enquanto que para oligossacarideos estdo compreendidas entre 10% e 107 M.
Apesar da classificagdo das lectinas com base na especificidade por
monossacarideos ser amplamente aceita, sabe-se agora que a maioria das lectinas
apresenta especificidade por oligossacarideos, com constantes de associacao bem
menores que aquelas para monossacarideos (Rildiger, 1998).
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Tabela Il: Especificidade da ligagdo de lectinas de plantas a
carboidratos

ESPECIFICIDADE LECTINAS

Grupo fucose

Fucose Ulex europaeus

Grupo galactose/N-acetilgalactosarnina

Galactose>>GalNAc Jacalina (Arfocarpus
integrifolia)
Gal=GalNAc Clerodendron trichotomum
Gal<<GalNAc Soja (Glycine max)

Grupo N-acetilglicosamina

GlcNAC Gérmen de trigo (Thticum
aestivum)
{GlcNAC), Urtica dioica

Grupe manose

Manose Galanthus nivalis

Manose/Glicose Con A (Canavalia
ensiformes)

Manose/Maltose Calystegia sepium

Grupo acido sidlico

Acido sidlico Gérmen de trigo (Triticum
aestivum)
NeuSAca(2,6)GalfGalNAc Sambucus nigra
NeuBAcu{2,3)GalfGalNAc Maackia amurensis

Grupo de glicanos complexos

Especificidade com complexos PHA (Phaseolus vulgans)
conhecidos
Especificidade com complexos Euonymus europaeus
desconhecidos

Tabela adaptada de Peumans & Van Damme., 1998,
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1.5- Biossintese de lectinas vegetais

As lectinas s8o sintetizadas na forma de pro-lectinas no reticulo
endoplasmatico, e apds sofrerem processamentos co- efou pds-transducionais,
originam a proteina madura. Esse processamento envoive: a remogdo de um
peptidio sinai de 20-30 aminoacidos, a clivagem proteolitica da cadeia precursora, a
perda da extremidade C-terminal, a remogdo de carboidrato estrutural e a ligacao
das extremidades C e N-terminais originais (Loris et al., 1998). Durante ou apés o
transporte da lectina até os vaclolos de armazenamento, via aparelho de Golgi,
podem ocorrer modificagdes pés-transducionais nas unidades de carboidratos,
ocasionando perdas dessas moléculas. Freglentemente, estas clivagens
proteoliticas pos-transducionais geram cadeias polipetidicas. Como exemplo, pode-
se citar 0 que ocorre com a lectina de ervilha, para qual sdo gerados polipeptidecs
de 25 kDa. Nesses polipeptideos a seqiéncia sinal da extremidade N-terminal &
composta de 29 residuos, seguidos da cadeia B e logo depois da cadeia o« A
clivagem da ligac8o entre a cadeia B e o, originando a lectina madura, acontece nos
corpos proteicos, local do dltimo estagio da biossintese da lectina de ervilha e onde
também esta & armazenada (Sharon & Lis, 1990).

Nem todas as lectinas s&o glicosiladas, embora muitas vezes sejam geradas a
partir de precursores glicosilados, como é o caso das lectinas ConA e WGA
(Carrington et al,, 1985; Mansfield et al., 1988). Apesar da glicosilagdo néo ser uma
exigéncia direta para a atividade biol6gica da lectina, pode ser um fator importante,
pois sabe-se hoje que as cadeias de glicanos conferem solubilidade e estabilidade as
lectinas (Peumans & Van Damme, 1998).

A localizagdo intracelular de lectinas vegetais tem sido debatida ha muitos
anos. Atualmente & aceifo que as lectinas vegetais sdo intracelularmente localizadas
em organelas especiais, formadas a partir dos vactolos, denominados de corpos
protéicos, apés terem sido produzidas seguindo a via geral de sintese de proteinas
de reservas (Baba et al., 1991).
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1.8- Talisia esculenta (St. Hil) Radlk — descrigZo boténica

Talisia esculenta (sinonimia botanica — Sapindus esculenthus, Sapindus
edulis), ou pitomba (nome vulgar), pertence a familia Sapindaceae, com ocorréncia
no Amazonas, Pard e Maranhdc até o Rio de Janeiro, nas florestas pluvial
amazonica e atlantica. E particularmente freqliente na Amazdnia ocidental e no norte
do Espirito Santo (Vale do Rio Doce). Seus frutos s&o comestiveis e muito saborosos
(figura 3), sendo inclusive comercializados nas feiras da regido norte e nordeste do
pais. Também sdo muito procurados por passaros, que atuam como dispersores
dessas sementes (Lorenzi, 1992).

Figura 3: Frutos e sementes de 7. esculenta
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2- Objetivos
Este capitulo tem como objetivos:
- isolar e purificar a lectina presente em sementes de T. esculenta
- realizar a caracterizacdo fisico-quimica desta lectina
- determinar a composicao e a seqiiéncia N-terminal de aminoacidos
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3- MATERIAIS

3.1- Material vegetal
As sementes de Talisia esculenta (St. Hil} Radlk foram coletadas no Estado do
Ceara.

3.2- Reagentes

Todos os reagentes foram de grau analitico ou HPLC. A resina utilizada para a
cromatografia de exclusdo molecular bem como os padrdes de massa molecular
foram adquiridos da Amersham Bioscienses (Uppsala, Sweden) e a coluna de fase
reversa (sistema HPLC) da Waters (EUA). Os reagentes utilizados na determinagéo
da composicao de aminoacidos foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St
Louis, EUA), os do seqienciamento da regido N-terminal da Applied Biosystems
(Foster City, EUA) e os para eletroforese da Bio-Rad Laboratories (Richamond,
EUA).

4- METODOS

4.1- Purificagdo da lectina de Talisia esculenta
4.1.1- Preparagio da farinha

Sementes secas sem cascas foram trituradas em um macro moinho. A
farinha de fina granulagéo foi delipidada com hexano e posteriormente armazenada
em frascos hermeticamente fechados a “10° C para posterior utilizaggo.

4.1.2- Extragao de proteinas

Proteinas presentes nas sementes de 7. esculenta foram extraidas da farinha
das sementes com tampéo fosfato 0,1M, pH 7,6, na proporcdo de 1:10 (p/v), sob
agitacao constante durante 12 horas & 4° C. Ap6s a homogeneizagdo manual, o
material foi centrifugado a 5.000 x g durante 30 minutos, obtendo-se assim um
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precipitado que foi descartado, e um sobrenadante denominado de extrato bruto
(E.B.), que foi dialisado, liofilizado e posteriormente utilizado nas etapas de
purificagao da lectina.

4.1.3- Determinacgao de proteinas

A concentracgo de proteina nos extratos e material foi determinada pelo
método de Bradford (1976), ufilizando albumina sérica bovina como padrdo. O
metodo consiste de 100 ul da amostra e 2,5 mi do reagente de Bradford. A leitura foi

feita apds 10 minutos de reagdo em espectrofotdmetro a uma absorbancia de 595
nm.

4.1.4- Atividade hemaglutinante

Para a dosagem desta atividade, amostras de 1,0 mi de sangue humano efou
de animais, foram colhidas em solugdo de Alsever's (2,05 g de glicose; 0,80 g de
citrato de sédio; 0,42 g de cloreto de sddio, para 100 mi de 4gua destilada; pH entre
8,1 e 6,5, ajustado com &cido citrico). Os eritrocitos foram lavados 3 vezes com
salina e aliquotas de 0,5 mi foram padronizadas a 2 % (v/v), mantidas em banho de
gelo, para resguardar a integridade das células.

Os testes de atividade hemagilutinante foram realizados em placas de
microtitulacao contendo 8 fileiras de 12 pogos cada, que foram preenchidos com 50
pl de salina 0,15M e em seguida acrescidos 50 pl da amostra nos primeiros pogos
das fileiras. A amostra foi entdo diluida serialmente, com agitagao e transferéncia de
50 pl para o pogo seguinte até o penditimo pogo da fila, sendo descartados os 50 pl
referentes ao Uitimo pogo. Apds as diluicdes, foram adicionados 50 pi da suspenséo
de erifrocitos a 2% (v/v). As placas foram mantidas em repouso por
aproximadamente 1 hora em estufa a 37°C. A minima concentracdo (ou maior
diluicdo) que permite visualizagdo dos eritrocitos hemaglutinados foi determinado. Os
pogos que continham somente a suspens&o de eritrécitos serviram como controle.
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4.1.5- Cromatografia de exclusdo molecular

O empacotamento da coluna de Sephadex G 100 foi feito seguindo a
recomendacao do fabricante, numa coluna de vidro (2,5cm x 60,0cm) até a altura
desejada. Em seguida, a coluna foi equilibrada com o tampéo de equilibrio/eluicdo
fosfato 0,1M, pH 7,6 contendo NaCl 0,1 M. Amostras do EB foram aplicadas e a
cromatografia conduzida & temperatura ambiente utilizando-se o tampao
anteriormente citado, sob fluxo constante de 35 ml/h, sendo a absorbancia do eluato
monitorada a 280 nm. Foram coletadas fragbes de 3,0 mlftubo. Para certificar-se de
que n2o havia nenhuma proteina presa a matriz, aplicou-se uma solucao de HCI
0,1M, apés a eluicdo com o tampé&o de equilibrio. As fracbes protéicas obtidas foram
analisadas quanto & sua atividade hemaglutinante através de ensaios de
hemaglutinag&o.

4.1.6- Cromatografia de afinidade

O meétodo utilizado na preparacdo de quitina foi descrito por Hackman &
Goidberg (1964). Carapacas de lagosta foram finamente moidas e cerca de 50 g
desta farinha foram suspensas em 1000 mi de HCI 0,1 N. A mistura foi incubada por
24 h e, a seguir, centrifugada a 7500 x g por 20 minutos a 4° C. O sobrenadante foi
desprezado e o precipitado ressuspenso em 500 ml de NaOH 0,1 N. Esta mistura foi
aquecida a 100° C por 16 horas, esfriada e o sobrenadante descartado. Este
procedimento foi repetido mais duas vezes e, ao término, realizou-se uma
centrifugagdo a 7500 x g por 20 minutos & 4° C. O precipitado foi seco e guardado
para utilizacao posterior.

Uma coluna de quitina (2 cm x 6 cm; 20 ml de leito) foi equilibrada com tampao
fosfato 0,05 M, pH 7,6 e utilizada numa cromatografia de afinidade. Apés a adsorgao
das proteinas (10 mg de proteina em 1 ml de tampdo fosfato), a coluna foi
inicialmente eluida com o mesmo tampao até que a leitura da absorbancia em 280
nm, retornasse a zer. A lectina adsorvida foi eluida com HCI 0,1 M. Fracdes de 2 ml
foram coletadas e a concentragdo de proteina foi estimada pela leitura da
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absorbancia em 280 nm. A atividade hemaglutinante das fracbes foi determinada
apos o ajuste de pH para 7,0, quando necessario.

4.1.7- Isolamento das isoformas de TEL em cromatografia de fase reversa

A fracdo eluida da coluna de quitina foi submetida a uma cromatografia de
fase reversa, sistema HPLC modelo PDA/991, equipado com duas bombas Waters
modelo 510 e injetor automatico de amostra Waters UK e uma coluna u-Bondapack
C18 (3,9 x 30 cm). Utilizou-se um gradiente descontinuo de 0 a 100% de solugao de
acetonitrila 80 % em 0,1% de &cido trifluoroacético pH 2,5. Os passos do gradiente
foram: 0-40 % de acetonitrila (15 min), 40-80 % de acetonitrila (det5 a 45 min), 80-
100 % de acetonitrila {de 45 aos 60 min). A seguir, deixou-se lavar a coluna por 5
minutos com 100 % de acetonitrila. A absorbancia foi acompanhada em 280 nm.

4.1.8- Estimativa da massa molecular por SDS-PAGE

A elefroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (PAGE-SDS) foi
desenvoivida segundo o método de Laemmii (1970). A concentracio utilizada para o
gel de corrida (gel de separac@o) foi de 12,5% de poliacrilamida e a amostra foi
fervida antes de ser aplicada.

A coloragao das proteinas, ap6s a corrida foi feita com solucdo de Coomassie
Blue R-250 0,25%, durante duas horas. A remogdo do excesso de corante para
melhor visualizacdo das bandas de proteinas foi efetuada por lavagem numa solugao
descorante, contendo metanol, acido acético e agua destilada (4:1:5; v:viv).
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4.1.9- Eletroforese bidimensional

Aproximadamente 5 ug de proteina foram adicionadas a 340 ul de tampéao de
amostra contendo ureia 8 M, CHAPS 4 %, anfélitos 2 % (pH 3-10), DTT 0,07 M e
azul de bromofenol 0,001% (todos os reagentes eram da Amersham Pharmacia
Biotech, com excecdo do DTT que era da Biorad). As amostras foram aplicadas as
fitas IPG com faixa de separacdo de pH entre 3 e 10 (Amersham Pharmacia
Biotech). Ap6s 10 min de reidrataca@o, deu-se inicio a focalizacgdo isoelétrica a 20 °C
por 1 hab00V;1ha 1000V e 10 h a 8000 V no aparelho IPGphor (Amersham
Pharmacia Biotech). A corrente aplicada foi de 50 pA por fita. Apds este
procedimento as fitas foram entdo incubadas por 10 min em solugéo Tris-HCI 0,05 M
(pH 6.,8), uréia 6 M, glicerol 30 %, SDS 2 % e DTT 2 %, seguido de incubag¢&o no
mesmo tampéao por 10 min, sendo que foi adicionada iodoacetamida a 2,5 % em vez
de DTT. A eletroforese de segunda dimensao (PAGE-SDS) foi realizada num sistema
SE-600 conectado a um sistema refrigerador Multitemp Il (Amersham Pharmacia
Biotech). Depois de colocar as fitas no topo de um gel de poliacrilamida a 12,5% e
lacrar com agarose, os géis foram submetidos a uma amperagem constante de 30
mA por 1 h a 90 V (por gel) até que a frente de migracao alcangou a parte inferior do
gel. As proteinas foram coradas com nitrato de prata (Blum et al., 1987).

4.1.10- Determinac&o da massa molecular por fiitragdo em gel

As massas moleculares relativas (M,) das proteinas foram determinadas
utilizando-se uma coluna de gel filiracdo Protein-Pak 300 SW HPLC (10 uym, 7,8 mm
x 300 mm) (Waters) equilibrada com tampao PBS 0,1 M, pH 7 4. Os marcadores de
massa molecular (Pharmacia) usados foram: albumina sérica bovina (67 kDa),
ovalbumina (45 kDa), anidrase carbénica (29 kDa) e citocromo ¢ (12,5 kDa).
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4.1.11- Dosagem de carboidratos totais

O contetide de carboidratos neutros presente nas proteinas foi estimado
colorimetricamente pelo método fenol/acido sulfirico, usando D-glicose como padrao
(Dubois, 1956). A amostra da iectina purificada utilizada no ensaio foi de 1mg/mil.

4.1.12- Composig¢do de aminoacidos

A anadlise de aminoécidos foi feita em um analisador Pico-Tag (Waters
system). A identificacéo dos aminoacidos das proteinas, obtidos através de hidrolise
4cida, foi feita através dos derivados feniltiocarbamil (PTC), provenientes da
derivatizacao com fenilisotiocianato. Um nmol da lectina purificada foi hidrolisada em
HCI 6M, fenol 1% a 106° C por 24h. Os hidrolisados foram incubados com 20 ul de
solucdo fresca de derivatizagdo (metanol:aguatrietilamina (2:2:1, viv) por 1 hora a
temperatura ambiente. Depois da derivatizacdo, os PTC-aminoacidos foram
identificados em sistema de HPLC, usando coluna C 18-p Bondapack em
cromatografia de fase reversa com gradiente linear de 20 minutos de 0 a 100% de
acetonitrila (60%). A indentificacdo de cada aminoacido foi feita em relacdo a uma
corrida padrao de PTC aminoacidos.

4.1.13- Eletrotransferéncia de proteinas

ApGs eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante como descrito no
item 4.2.5, foi realizada a eletrotransferéncia das protefnas para uma membrana de
PVDF (polivinildilenodifluoreto), em sistema de miniplacas Hoefer SE-250
(Amersham Pharmacia Biotech), usando uma corrente de 400 mA por 60 minutos
sob resfriamento & 10°C. O tampéao de transferéncia foi preparado com 2.2 g de 3-
ciciohexil-amino-1-acido propanosulfénico (CAPS) em 900 ml de agua, sendo titulado
a pH 11 com NaOH 2N e o volume final elevado a 1L com 100 m! de metanol. Ao
final da transferéncia, a membrana foi corada com Comassie blue R-250 por 2
minutos e descorada em solucdo descorante, contendo metanol, 4cido acético e
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agua destilada (4:1:5; viviv), para evidenciar das bandas protéicas. O material de
interesse foi selecionado para posterior segiiéncia.

4.1.14- Determinacéao da seqiiéncia N-terminal

Para determinacdo do N-terminal, foi feita a transferéncia da proteina da
membrana de PVDF para o seqlenciador aufomatico Shimadzu PPSQ-10. Os
derivados fenildantoina foram analisados a 269 nm depois da separacé&o em coluna
de fase reversa C18 Wakopack Wakosil/HPLC (0,46 cm x 0,25 cm) da Shimadzu,
sob condigcbes de isocraticas, usando acetonitriia 40%, acido acético 20 mM e
dodecil sulfato de sédio 0,014% como fase moével, num fluxo de 1,0 mi/min 4 40°C. A
pesquisa da homologia sequencial foi realizada utilizando o bancc de dados de
sequéncias de proteinas NCBI-Blast.

4.2- Caracterizacdo fisico-quimica da lectina de Talisia esculenta

4.2.1- Efeito do pH sobre a atividade hemagilutinante

Para verificar o efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante, a lectina foi
tratada com diferentes pHs, variando de 3 a 9, & 37°C por 1 hora. Foram utilizados
para isto 0s seguintes tampdes: citrato de sodio 0,1M (pH 2,0 a 5,0), fosfato de sédio
monobasico 0,1 M (pH 6,0 a 8,0), bicarbonato de sédio 0,1 M (pH 9,0 a 10,0). Apds
incubacao, os pHs foram ajustados para as condi¢des do ensaio de hemaglutinacio.
Foram feitas triplicatas para cada valor de pH, sendo determinada a média dos
valores obtidos e o desvio padrio para cada uma delas.
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4.2.2- Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante

A lectina foi submetida a variacdo de temperatura (de 37 a 100 °C). Apos
incubacao por 30 minutos em cada temperatura, as amostras foram imediatamente
colocadas em banho de gelo e, a seguir, a atividade hemaglutinante foi avaliada.
Foram feitas trés repeticbes para cada temperatura, sendo determinada a média e o
desvio padréo para cada temperatura.

4.2.3- Efeito de agentes quelantes sobre a atividade hemaglutinante

A necessidade de céations divalentes para a atividade bioldgica da lectina foi
investigada dissolvendo-se 5 mg da lectina purificada em solucao de EDTA 0,025 M
(quelante de Ca®*, Mn**, Mg®") e, a segufr, dialisando-se exaustivamente a amostra
contra esta mesma solugéo durante 48 h, seguida de diélise contra NaCi 0,15 M por
24 h. A atividade hemaglutinante foi ensaiada antes e depois da adicao de CaClk, e
MnCl. 0,1M, como foi descrito anteriormente.

4.2.4- Efeito da deglicolizacdo sobre a estrutura protéica

TEL e suas isoformas foram deglicosiladas com Endoglicosidase H. Para isto, 15
mg de cada proteina foram incubadas com 1.5 ml de Endoglicosidase H (0,015
unidades) e 5 ml de tamp&o citrato de sodio 0,1 M, pH 5,5. A reac3o foi processada
por 12 h & 37° C e entdo paralisada com aquecimento & 100° C por 5 min. A seguir,
foi realizada uma eletroforese em gel de poliacrilamida desnaturante (12,5%) para
que fossem comparados os perfis protéicos antes e apés a deglicosilacio.
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4.2.5- Especificidade da lectina

Em placas de hemaglutinagdo foram colocadas aliquotas de 50 pl de
diferentes carboidratos utilizando-se diluicdo seriada (concentracdo inicial de 0,1M
em NaCl 0,15 M), seguido de adigao de 50 ul de amostra. As placas foram mantidas
em repouso por 30 minutos e adicionou-se 50 ul de uma suspensao de eritrocitos
humanos tipo A a 2% em NaCl 0,15 M. Apés repouso de 1 hora na temperatura de
37 °C, foi determinado o titulo hemaglutinante. Os controles do ensaio foram: ©
controle da integridade dos eritrocitos (50 ul da suspensao de eritrdcitos humanos
tipo A a 2% em NaCl 0,15 M mais 100 pl de salina 0,15 M) e controle da atividade
hemagiutinante (50 ul da suspensdo de eritrocitos humanos tipe A a 2% em NaCl
0,15 M, mais 50 pl de salina 0,15 M, mais 50 pl de amostra). Foram testados os

seguintes aglcares: D-Sacarose, D-Lactose, D-Maltose, D-Manose, D-Galactose,
D-Frutose, D-Glicose, N-Acetil-glicosamina.
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5. RESULTADOS

5.1- Aftividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante do extrato brutc de 7. esculenta foi avaliada
utilizando-se suspensdes de eritrocitos de diferentes grupos sangilineos AB O,AB e
de varias espécies de animais. O extrato bruto agiutina todos os tipos de eritrocitos
em titulos varidveis e apresenta maior seletividade para os grupos sangliineos A e
AB (tabela lll). Nos animais, a atividade hemaglutinante foi maior para rato e ovelha,
embora também ocorra com eritrocitos de coelho e galinha e hamster.

TABELA Ill: Determinacéo da atividade hemaglutinante presente no extrato bruto de
T. esculenta

Tipos de eritrocitos Hemaglutinacdo
(Tituio™)
Humano (Tipo A) 11
Humano (Tipo B) 5
Humano (Tipo AB) 10
Humano (Tipo Q) 4
Coelho 3
Oveiha 6
Hamster 3
Rato 10
Galinha 4
Boi 1
Sapo 0

Por titulo hemaglutinante ( * ) entende-se o inverso da maior diluicdo que permite a
observagdo de hemaglutinacéo visivel. Foi utilizado extrato bruto na concentragac de
1 mg/mil.
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6.2. Cromatografia de exclusdao molecular

Amostras de 400 mg de extrato bruto liofilizado foram solubilizadas em tampao
fosfato 0,1M, pH 7.6 contendo 0,1M de NaCl e aplicadas & coluna Sephadex G-100.
A eluicao foi feita com o mesmo tampéo coletando-se 3,0 mi por tubo, com um fluxo
de 35 mi/h. A atividade hemaglutinante foi detectada nas fracoes eluidas de nimero
50 a 75 (figura 4). A figura 4 inserida apresenta o perfil eletroforético da fracao Sil.

3
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2F 43
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{% 1’5 1 2¢ |
o
<C 14,4
1+
HCIO, 1M
0,5 } l
0 4
0 50 100 150

Fracbes

Figura 4 -~ Cromatografia de exclusao molecular em Sephadex G 100 do
extrato bruto de sementes de 7. esculenta. A coluna (2,5 x 60 cm) foi
submetida a um fluxo de 35 ml/h, usando-se tampdo fosfato 0,1M pH 7,6
contendo 100 mM de NaCl e foram coletadas fragcbes de 3,0 ml por tubo.
Atividade hemaglutinante do pico Sl {~—— ) . Figura inserida: (1) Padrées de
peso molecular; (2) Sil.
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§.3- Cromatografia de afinidade em coluna de quitina

A fragao Sli, oriunda da cromatografia de excluséo molecular, foi submetida a
uma cromatografia de afinidade em coluna de quitina. Observou-se que todo material
aplicado ficou retido mostrando uma grande afinidade deste pela matriz (figura 5). O
pico eluido foi denominado TEL e o seu perfil eletroforético esta apresentado na
figura § inserida.
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0 et e e e e e T )
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Figura §- Cromatografia em coluna de quitina da fragdo Sli oriunda de
Sephadex G-100. A coluna (2,0 x 6,0 cm) foi submetida a um fluxo de 35 mi/h,
eluida inicialmente com NaCl 0,15 M seguido de HC| 0,1 M; foram coletadas
fracoes de 2,0 ml por tubo. (— ) Atividade hemagiutinante. Figura inserida: (1)
Padrbes de peso molecular; (2) TEL; (3) TEL em presenca de DTT.
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5.4- Isolamento das isoformas de TEL

A fragcdc obtida da cromatografia em coluna de quitina (figura 5) foi
concentrada por liofilizacdo e 10,0 mg desse material foi dissolvido em TFA 0,1%, pH
2,5 e logo apbds submetido a uma cromatografia de fase reversa em coluna p-
Bondapack C18 (3,9 x 300 mm). A cromatografia processou-se a 120 ml/hora num
gradiente descontinuo de 0 a 100% de acetonitrila 80% j& descrito anteriormente. O
monitoramento deu-se a 280 nm, conforme mostra a figura 6.

G perfil cromatografico representado na figura 6A revela quatro picos
principais, sendo que o primeiro pico foi eluido com 37% de acetonitrila (TEL-1), ©
segundo (TEL-I), o terceiro (TEL-Ill} e o quarto (TEL-IV) picos foram eluidos com
46%, 48% e 51% de acetonitrila, respectivamente. Todos 0s picos apresentaram
atividade hemaglutinante. Cada pico foi recolhido isoladamente e submetido a uma
recromatografia nas mesmas condicbes e apresentada nas figuras 6B-E. Os picos
foram eluidos aos 18, 34, 37 e 42 min, respectivamente.
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Figura 6 - Cromatografia de fase reversa utilizando coluna u-Bondapack C18
(3,2 x 300 mm)/HPLC das isolectinas de TEL. A coluna foi equilibrada com TFA
0,1%(solvente A) e eluida com um gradiente descontinuc de 0 a 100% de acetonitrila
66% em TFA 0,1% (solvente B), num fiuxo de 2ml/min. O monitoramento deu-se a
280 nm. (A) TEL; (B-E) recromatografias dos picos | a IV nas mesmas condicbes de
A
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5.5. Elatroforese em gel de poliacrilamida ne presenga de SDS

A figura 7 representa o perfil de massa molecular (PAGE-SDS 12,5%)
mostrando as fracOes obtidas ap6s as recromatografias dos picos de | a IV na coluna
de fase reversa anteriormente descrita. Todos 0s picos obtidos apresentaram ©
mesmo perfil de migracdo, demonstrando a presenca das subunidades de 20 e 40
kDa.
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Figura 7: Eletroforsse de TEL em gel de poliacrilamida 12,5% com SDS. (1)
Padrbes de peso molecular; (2} extrato bruto; (3) TEL; (4) TEL-L, (5) TEL-IL; (8) TEL-
M (7) TEL-IV.
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5.8- Gei de eletroforese em duas dimensdes de TEL & suas isoformsas

Com o objetive de determinar os pontos isoelétricos (pl) das proteinas obtidas
na cromatografia de fase reversa/HPLC, as fragcdes TEL I-IV foram aplicadas em
gletroforese de duas dimensdes.

As manchas principais foram focalizadas em pl 5,18-5,34 (figura 8 A B.E) e pl
8,28-6,62 (figura 8 C,D) relativo & subunidade de 40 kDa. As manchas secundérias
foram localizadas em pl 5,98 — 7,51 (figura 8 B,C,D), 5,18-5,34 (figura 8 A) e 5,34-
7,51 (figura 8 E) relativo a subunidade de 20 kDa. A focalizacio isoelétrica indicou a
presenca de um grande namero de pontos na faixa de pH 5,18-6,28 (subunidade de
40 kDa de TeL-l e TEL-IV) sugerindo a presen¢a de cargas negativas nestas
fracbes, e na faixa de pH 6,28-6,62 (subunidade de 40 kDa de TEL-ll e TEL-II)
indicando a presenca de aminoacidos neutros.
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Figura 8- Eletroforese em duas dimensdes das isolectinas de 7. esculenta
recromatografadas em HPLC/Cqs . Os componentes de TEL e de suas isoformas
foram separados utilizando-se um gradiente de pH (3,0 & 10,0) na primeira dimensé&o
e PAGE-SDS (12,5%) na segunda dimensézo.
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5.7- Andlise por filtrac3o em gel das proteinas

Para determinar a massa molecular aparente de TEL e suas isoformas, as
proteinas foram analisadas por filtracdo em gel (Protein Pak 300 SW). AM; de TEL e
de suas isoformas foi de 20 e 40 kDa (figuras 9 e 10).
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Figura 9- Perfil de TEL e suas isoformas em filtrag3o em gel. A coluna Protein
Pak 300 SW (7,8 x 300 mm) foi equilibrada com PBS 0,1 M, pH 7.4. Fluxo 0,3 mli/min.
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Figura 10- Determinagfo da massa molecular aparente de TEL e suas
isoformas por filtragZo em gel. A coluna Protein Pak 300 SW (7,8 x 300 mm) foi
equilibrada com PBS 0,1 M, pH 7.4. Fiuxo 0,3 mi/min. Padrbes de massa molecular:
albumina sérica bovina (87 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase carbdnica (29 kDa)
e citocromo ¢ (12,5 kDa).
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5.8- Dosagem de carboidratos totais de TEL ¢ suas isoformas

O percentual de acucar neutro de TEL e suas isoformas varia entre 12-18,8%

(tabela V).

Tabela IV- Dosagem de carboidratos totais de TEL e suas isoformas

Proteinas

Carboidratos
totais (%)

TEL
TEL-I
TEL-H
TEL-I
TEL-IV

18,8
12

17.4
18

17,7
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5.10- Composicdo de aminoacidos de TEL e suas isoformas

Os resultados da analise da composicio de aminoacidos sdo apresentados na
fabela V. A metodologia empregada n&o permitiu quantificar os residuos de cisteina
e friptofano. Esta analise deixa evidente que TEL e suas isoformas apresentam
carater bastante hidrofébico, uma vez que cerca de 40 a 50% de seus aminoacidos
s&0 apolares.

Tabela V- Composicao de aminoacidos de TEL e suas isoformas (%)

Aminoacido | TEL | TEL- | TELI | TELil | TEL-IV
Asx 92 | 112 | 98 89 | 11,0
Glx 9,6 6,1 85 | 67 | 62
Ser 6,8 8,1 87 | 83 | 60
Gly M1 | 11,2 | 130 | 128 | 11,8
His 1,0 5,6 22 | 22 | 06
Arg 24 | 43 | 49 | 50 | 45
Thr 3,8 40 | 43 | 50 5,1
Ala 8,2 8,0 87 | 56 | 56
Pro 188 | 7.8 8,2 83 | 79
Tyr 2,4 5,0 38 | 44 | 51
Val 8,3 7,3 76 | 67 | 7,3
Met 4,8 17 16 | 28 1,7
Cys 0 0 0 e | o
lie 3.4 45 | 49 | 50 | 51
Leu 58 | 60 | 65 | 72 | 85
Phe 3,0 5,1 4,9 56 | 68
Lys 3.4 6,1 44 56 | 68
Trp ND ND ND | ND | ND

ND = ndo determinado
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5.10- Determinagdo da seqiiéncia N-terminal das isoformas de TEL

As seqléncias N-terminal das isoformas de TEL (tabela Vl} apresentam um
alto grau de homologia entre si, mas nenhuma homologia com outras lectinas, de
acordo com a pesquisa realizada no banco de dados de proteinas NCBI-Blast.

Tabela VI- Comparagédo da seqiiéncia N-terminal de isolectinas de sementes de
Talisia esculenta

Fracbes Posicao inicial Sequéncia

TEL | 1 SEPLYDINGDEVTTS X 1YY
TEL-I 2 ' SEPLYDING

TEL-II 2 SEPLYDINGDKVVTGXEY
TEL-1H 1 SEPLYDINGDESTTGXXYXX
TEL-V 1 .SEPLYDiNGDEPNT
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5.11- Estabilidade de TEL em relagao ao pH

A lectina foi submetida a diferentes pHs (3 a 9), de acordo com o meétodo
descrito anteriormente. TEL mostrou-se estavel numa ampla faixa de pH (3-9),
apresentando um méximo de atividade hemaglutinante entre pH 7,0 e 8,0 (figura 11).

.
g8 8

%

3 35 4 45 5 55 6 65 7 75 8 85 9
pH

Atividade residual hemaglutinante (%)
th
o

Figura 11- Efeito do pH na atividade hemaglutinante de TEL. A atividade
hemaglutinante da lectina foi verificada apos 30 minutos de incubac@o em tampdes
com diferentes pHs.
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5.12- Estabilidade térmica de TEL

O efeito das diferentes temperaturas na atividade hemagiutinante de TEL
(figura 12) evidencia que esta lectina é bastante estavel e somente a partir de 80°C
houve decréscimo em cerca de 50% da atividade hemaglutinante.
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Figura 12- Efeito da temperatura na atividade hemagiutinante de TEL. A
atividade hemagiutinante foi determinada apés 30 minutos de incubagdo nas
referidas temperaturas.
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5.13- Efeito do EDTA na atividade hemaglutinante

Amostras de TEL submetidas a tratamento com EDTA 0,025 M mostraram
consideravel perda da atividade bioloégica mas a adi¢cdo de Ca*" (10 mM) restaurou
totalmente a atividade hemaglutinante.

5.14- Efeito da enzima endoglicosidase H sobre as sstruturas das lectinas de T.

asculenia

Apos digestdo com endoglicosidase H, a fim de serem removidos glicanos N-
ligados possivelmente presentes nas estruturas das proteinas, TEL e suas isoformas
foram examinadas por PAGE-SDS (figura 13B). Comparadas com amosiras nao
tratadas (figura 13A), a mobilidade eletroforética das cinco proteinas deglicosiladas

foi a mesma.

kDa 1 2 3 4 3
a7

B e

20

142 s

Figura 13- PAGE-SDS (12,5%) das isolectinas de TEL antes (A) e apés (8)
tratamento com endoglicosidase H.
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5.15- Ag3o inibitoria de carboidratos sobre a atividade hemaglutuinante

A tabela VII mostra a atividade hemaglutinante de TEL e suas isoformas e o

efeito da ac¢@o de varios carboidratos sobre esta atividade.

Os monossacarideos que apresentaram maior efeito inibitério foram os

seguintes:

D-glicose para TEL-I e TEL-HL

D-manose, D-glucose e N-acetil-

glicosamina para TEL-ll & D-manose para TEL-IV.

Tabela Vil: Hemaglutinagio e inibigio da atividade hemaglutinante da {ectina de

T. escuienta e suas isoformas por carboidratos

Eritrécitos &

Hemagiutinac@o e

'iﬂibigéa por carboidratos (ICs)*

Carboidratos TEL TEL-f TEL-H TEL-l TEL-IV
Eritrocitos humanos (tipo A) 6 4 5 5 4
Eritrocitos de rato 10 t! 2 1 1
D - Sacarose >100 12,5 1256 125 12,5
D - Lactose > 100 12,5 12,5 8,2 25
D - Maltose 12,5 12,5 50 12,5 12,5
D - Galactose 100 12,5 25 12,5 25
D - Manose 0,38 25 12,5 12,5 12,5
D - Frutose 25 12,5 25 12,5 25
D - Glicose 3,5 8,2 12,5 8,2 25
N-Acetil-glicosamina 6,2 12,5 12,5 12,5 50

“ICso: concentragcdo necessaria para inibir 50% da atividade hemaglutinante (m).

Em cada ensaio foram utilizadas 25 pg das diferentes isolectinas.
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6- DISCUSSAO

A grande ocorréncia, alta estabilidade térmica e, principalmente, propriedades
bem definidas em ligacéo a carboidratos toram as lectinas ferramentas importantes
no campo da glicociéncia. As fungdes bioldégicas dessas proteinas sa@o motivo de
debate ha deécadas. Entretanto, para perceber a abrangéncia de suas fungdes
biolégicas & preciso entender a multiplicidade de interacdes nas quais as lectinas sao
capazes de engajar-se, tornando-as proteinas multifuncionais (Peumans & Van
Damme, 1995). E improvéavel que ja tenham sido investigados os possiveis papéis
biolégicos de todas as lectinas até hoje identificadas. E fato que a natureza emprega
as lectinas de diferentes maneiras, dependendo do local onde se encontram, do
tempo no qual elas se apresentam e das diferentes especificidades gue exibem
(Rudiger, 1988).

Dois passos cromatograficos, filtracdo em gel (figura 4) e cromatografia de
afinidade em coluna de quitina (figura 5) foram suficientes para purificar a lectina
presente em sementes de 7. esculenta (TEL). Esse processo de purificacdo também
foi utilizado por Yamaguchi et al. (1996) para isolar a lectina-D de raizes de
Phytolacca americana. O perfil eletroforético em SDS-PAGE das fragdes oriundas da
Sephadex G-100 e da cromatografia de afinidade mostraram o mesmo
comportamento (figura 4 e figura 5 inseridas). TEL consiste de duas subunidades de
20 e 40 kDa, ligadas n&o covaleniemente, como mostra a eletroforese na presenca
de DTT (figura 5 inserida). Mostra-se estavel entre os pHs 3,0 e 9,0 {figura 11), na
faixa de temperatura entre 37° e 60° C (figura 12) e requer Ca' para a sua atividade
biolégica. Comportamento semelhante foi observado para a lectina antifingica
isolada de Gastrodia elata (Xu et al., 1998).

A recromatografia de TEL em coluna de fase reversa, sistema HPLC, originou
quatro isolectinas (TEL-1, I, Il e V) (figura 6). Tal método foi anteriormente utilizado
por Eloumami et al. (1990) para purificar lectinas ligantes de heparina, isoladas de
cérebro humano. A analise através de PAGE-SDS das quatro isoformas de TEL
revelou a presenga de duas subunidades com massas moleculares de 20 e 40 kDa,
semelhantes as de TEL, caracteristica marcante de isolectinas (figura 7). Este
comportamento eletroforético foi confirmado por gel em duas dimensdes (figura 8).
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TEL apresentou varias manchas distribuidas entre pl 5,18 a 6,62 (40 kDa) e 5,18 a
7,51 (20 kDa). As isolectinas foram localizadas em dois pHs distintos, com valores
ligeiramente mais &cidos que outros, devido a pequenas diferencas na composicao
de aminoacidos das mesmas. O pl de TEL-l e TEL-IV (5,18-6,28 para a subunidade
de 40 kDa) apresentou-se ligeiramente mais alto que o pl de KM+, uma lectina
isofada de Arfocarpus integrifolia (4,0-5,2) (Santos-de-Oliveira et al., 1994), enquanto
que o pl de TEL-Il e TEL-lIl (6,28-6,62, subunidade de 40 kDa) foi semelhante ao
encontrado para Dioclea lehmanni (6,55-6,60) (Pérez, 1998).

As massas moleculares aparentes (M,) de TEL e suas isoformas, calculadas
por filtracdo em gel, indicaram que as isolectinas foram eluidas com 40 kDa e 20 kDa
O que sugere que todas as lectinas interagiram com a matriz cromatogréfica (figura 9
e 10). A M, das proteinas determinados na presenca dos aglicares especificos
(glicose e manose), foi de 40 kDa (dado ndo mostrado), o gue sugere que esta
lectina seja um dimero de 20 kDa. Resultados semelhantes foram relatados por
Animashaun et al. (1994) que caracterizaram isolectinas de Tetracarpidium
conophorum e por Wongkham et al. (1995) que estudaram isolectinas de sementes
de Artocarpus lakoocha. Ap6s deglicosilagdo com endoglicosidase H, nio houve
mudanca na massa molecular das isolectinas mostradas por SDS-PAGE, o que
sugere que a digestao efetuada por esta enzima foi inefetiva para a remocao da
porcao glicidica dessas moléculas (figura 13). Os percentuais de aclicar neutro de
TEL e das quatro isoformas foram estimados aproximadamente entre 12 e 18%
(tabefa V), valores mais altos que o determinado para a lectina de Vatairea
macrocarpa (7,9%) (Cavada et al., 1998) e de Araucaria brasiliensis (6,3%) (Datta et
al., 1993), semelhante ao da lectina isolada do latex de Euphorbia characias (11,3%)
(Barbieri et al, 1983) e muito inferior aquele encontrado para a lectina de batata
(52,3%) (Allen & Neuberger, 1973).

Wang ef al. (1996) estudaram a influéncia dos carboidratos na estabilidade de
cinco glicoproteinas (invertase de bactéria, fetuina bovina, glicoamilase de
Aspergillus niger, ovotransferrina e avidina) e observaram que a deglicosilacio
diminuiu a estabilidade térmica dessas proteinas. Esses estudos sugerem que a
porcac glicidica de TEL e de suas isoformas possam contribuir para a estabilidade
estrutural e, portanto, para a manutencéo da atividade bioldgica, nos varios pHs e
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temperaturas testadas. Estes resultados sao compativeis com algumas lectinas de
plantas, como a lectina de Saraca indica, que € estavel até 95°C (Ray & Chatterjee,
1995); a lectina de Vafairea macrocarpa (Cavada et al., 1998) que ainda mantém
55% de sua atividade apéds 5 minutos de exposicdo a 100°C; a lectina da casca de
Hevea brasiliensis (Wititsuwannakul et al., 1998) estavel até 80°C.
 As quatro isoformas foram capazes de hemaglutinar eritrécitos humanos do
tipo A bem como os de rato, em diferentes niveis (tabela Vil). Observagdes similares
foram feitas por Ooi et al., (2000), quando isolaram isolectinas manose-especificas a
partir de folhas de Narcissus fazetta e estas apresentaram diferentes titulos
hemaglutinantes. Essa observacio sugere que pode haver diferencas funcionais
bem como estruturais entre as isolectinas. Essa possibilidade também foi discutida
por Pratt et al. (1990) para lectinas isoladas de feijdo. A atividade hemaglutinante das
isoformas foi inibida por diferentes carboidratos (tabela VII) podendo indicar que
estas proteinas apresentem diferentes dominios de reconhecimento para
carboidratos, como também j& foi visto por Anismashaum et al. (1994). Os
aminoégcidos que compdem essas proteinas podem influenciar as interagbes lectina-
receptor e as suas subsequentes bioatividades.
A composi¢ao de aminoacidos de TEL e de suas isoformas (tabela V) revelou
o carater hidrofébico desta proteina. Além disso, pode-se observar que estas
proteinas apresentam um alto contetido de Asp/Asn ou Glu/Gin e que s&o ricas em
prolina, serina, glicina e alanina. Essa composicdo é similar & da lectina isolada de
Solanum tuberosum (Allen & Neuberger, 1973). Dados semelhantes podem ser
observados para TEL (pl 5,18 a 6,62 - 40 kDa e 5,18 a 7,51 - 20 kDa) quando
comparados com a lectina isolada de sementes de Dioclea lehmanni (Fabaceae), pi
6,55-6,60, que apresenta ao mesmo tempo caréter hidrofébico e alto contetido de
amino&cidos acidos, além da auséncia de cisteina (Pérez, G., 1998). Os residuos de
metionina, histidina e arginina entretanto sao minoritarios como descrito por Kang et
al. (1990), quando estudaram a lectina de Crotalaria striata. Asparagina e glutamina
bem como triptofano n&o foram detectados pois s80 susceptiveis a hidrdlise acida.
As proteinas n&o apresentaram residuos de cisteina, fato ja observado por Khang et
al. (1980), que relataram que a auséncia de cisteina € uma caracteristica de lectinas
de leguminosas, do mesmo modo que baixas ou nulas concentracdes de metionina e
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histidina s&o comuns nas proteinas de origem vegetal (Kortt & Caldwell, 19890). Ao
caracterizarem a lectina de Galanthus nivalis, Van Damme et a!. (1987) observaram
alto contetdo de asparagina/acido aspartico, glicina, serina e leucina, mas nenhum
residuo de metionina. A determinacio da sequéncia N-terminal das isoformas de
TEL (tabela VI) mostra um alto grau de homologia entre as proteinas, mas nenhuma
homologia com outras lectinas de plantas até hoje relacionadas no banco de dados
(NCBI-Blast). TEL apresenta sequéncia similar com proteinas de reserva como
SPRB e SPR1, precursores de sporamina A e B de batata doce (Hattori et al., 1997);
MIR, que sa@o glicoproteinas presentes em batatas (Sarroch et al., 1989); ASP,
precursor de uma proteina de 21 kDa presente em sementes de Theobroma cacao
(Tai et al., 1991); KPI, um inibidor de Kunitz presente em sementes de Psophocarpus
tetragonolobus (Manen et al., 1991) e RAGI, um inibidor de alfa-amilase e subtilisina
de Oryza safiva (Ohtsubo & Richardson, 1992). A homologia que ocorre entre
proteinas de reserva e inibidores de tripsina ja foi observada anteriormente. Tai et al.
(1981) compararam a seqliéncia obtida para a proteina de reserva de 21 kDa de
sementes de cacau com a sporamina B e com o inibidor de alfa-amilase e subtilisina
de cevada, e observaram 28% de identidade entre eles, apesar de que tanto a
sporamina quanto a proteina de 21 kDa de cacau néo terem apresentado atividade
anti-triptica. Sarroch et al. (1989), ao estudarem uma glicoproteina basica
denominada de miraculina, presente em Richadella dulcifica, um arbusto do oeste da
Africa, constataram que esta ndo apresentava homologia com outras proteinas
modificadoras de sabor tais como taumatina e monelina. Entretanto, exibia 36,3% de
homologia com inibidores A e C do tipo Kunitz. Recentemente, Wang & Ng (2001)
mostraram uma nova lectina isolada de raizes de Pseudostelfaria heterophylia, cuja
sequéncia N-terminal é similar ao inibidor de Kunitz presente em sementes de soja.
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7- CONCLUSOES

L]

A lectina presente em sementes de Talisia esculenta é uma glicoproteina
com 18,8% de carboidratos totais, dependente de ions Ca™ para exercer
sua atividade hemaglutinante;

E uma lectina estavel numa ampla faixa de pH (3-9) e de temperatura (37°
- 60°C);

A proteina n&o mostra especificidade para eritrocitos humanos sendo
inibida preferencialmente por D-manose, D-glicose e N-acetilglicosamina;
Apresenta quatro isoformas, todas constituidas de duas cadeias
polipeptidicas (20 e 40 kDa), ligadas nZo covalentemente;

O pl das isoformas TEL-l e TEL-IV varia de 5,18-6,28 {subunidade de 40
kDa) enquanto que para TEL-l e TEL-l fica na faixa de 6,28-6,62
(subunidade de 40 kDa).

A analise da composicéo global de aminoéacidos revela que a proteina e
suas isoformas apresentam cerca de 40 a 50% de aminoacidos
hidrofébicos;

A sequéncia N-terminal de TEL apresenta homologia com as proteinas de
reserva SPRB e SPR1 (precursores de sporamina A e B de batata-doce);
MIR (glicoproteinas presentes em batatas): ASP (precursor de uma
proteina de 21 kDa presente em sementes de Theobroma cacao), KPI
(inbidor de Kunitz presente em sementes de Psophocarpus
tetragonofobus) e RAGI (inibidor de aifa-amilase e subtilisina de Oryza
sativa).

49



8- REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

Animashaun, T., Togun, R. A, Hughes, R.C., 1994. Characterization of isolectins in
Tetracarpidium-conophorum seeds (Nigerian walnut). Glycoconjugate J. 11,
299-303.

Allen, A. K., Desai, N. N., Neuberger, A., 1976. Purification of glycoprotein lectin from
broad bean (Viciafava) and a comparison of its properties with lectins of similar
specificity. Biochem. J. 155, 127-135.

Baba, K., Ogawa, M., Nagano, A., Kuroda, H. Sumiya, K., 1991. Development
changes in the bark lectins of Sophora japonica. Planta 181, 462-470.

Banerjee, R., Das, K, Ravishankar, R., Suguna, K., Surolia, A_, Vijayan,M., 1986.
Conformation, protein-carbohydrate interactions and a novel subunit association in
the refined structure of peanut lectin-lactose complex. J. Mol. Biol. 259, 281-296.

Barbieri, L., Falasca, A., Franceschi, C., Licastro, F., Rossi, C.A., Stirpe, F., 1983.
Purification and properties of 2 lectins from the latex of the Euphorbiaceae plants
Hura-crepitans (sand-box free) and Euphorbia-characias | (Mediterranean
spurge). Biochem. J. 215, 433-439.

Beintema, J.J., 1994. Structural features of plant chitinases and chitin-binding
proteins. FEBS Lett 350, 159-163.

Benjamin, C. F., Figueiredo, R. C.; Henriques, M. G. M. O. and Barja-Fidalgo, C.,
1997. Inflamatory and anti-inflamatory effects of soybean agglutinin. Braz. J. Med.
Biol. Res. 30: 873-881.

Blum, H., Beier, H., and Gross, H.J., 1987. Improved silver staining of plant-proteins,
RNA and DNA in polyacrylamide gels. Electrophoresis 8, 93-99.

Bradford, M. M., 1976. A rapid and sensitve method for the quantification of
microgram quantities of protein using the principal of protein-dye binding. Anal.
Biochem. 72: 248-254.

Broekaert, W. F, Peumans, W. J., 1996. Lectin release from seeds of Datura
stramonium and interference of the Datura stramonium lectin with bacterial
motility. In: TC Bog-Hansen, e Van Driessche, eds, Lectins, Biology, biochemistry,
Clinical Biochemistry, vol 5. Walter de Gruyter, Berlin, pp 57-65.

Broekaert, W.F., Parijs, J.V., Leyns, F. Joos,H., Peumans, W.J., 1989. A chitin-

binding lectin from stinging netle rhizomes with antifungal properties, Science
245, 1100-1102.

50



Brooks, A,S.; Leathem, AJ.C., Schumacher, U. L., 1997. An Introduction of the field
In: Brooks, A,S.; Leathem, A.J.C., Schumacher, U. L (Eds). Lectin Histochemistry:
a concise pratical handbook. Bios Scientific Publishers Lid, Oxford, UK pp. 1-17.

Carrington, D.M., Auffret, A, Hanke, D.E., 1985. Polypeptide ligation occurs during
post-transtational modification of Concanavalin A. Nature, 313, 64-67.

Cavada, B. S., Santos, C. F,, Granjeiro, T. B., Nunes, E. P, Sales, P. V. P,, Ramos,
R. L, De Souza, F. A. M., Crisostomo, C. V., Calvete, J. J., 1998. Purification and
characterization of a lectin from seeds of Vatairea macrocarpa Duke.
Phytochemstry, 49, 675-680.

Datta, P.K., Figueroa, M.O.R,, Lajolo, F.M., 1993. Chemical modification and sugar
binding-properties of 2 major lectins from pinh@oc (Araucaria brasiliensis) seeds.
J. Agric. Food Chem. 41, 1851-1855.

Delbaere, L.T.J., Vandonselaar M., Prasad, L., Quail JW., Wilson, K.S., Dauter, Z.,
1893. Structures of the lectin IV of Griffonia simplicifolia and its complex with the
Lewis b human blood group determinat at 2.0 A° resolution. J. Mol. Biol. 230, 950-
965.

Dessen, A, Gupta, D., Sabesan, S. Brewer,C.F., Sacchettini, J.C., 1995. X-ray
crystal structure of soybean agglutinin cross-linked with a biantennary analog of
blood group | carbohydrate antigen. Biochemistry, 34, 4933-4942.

Dubois, M., Giles, K. A., Hamilton, J. K. and Rebers, P. A., 1956. Colorimetric method
for the determination of sugars and related substances. Anal Chem. 28: 350-6.

Eloumani, H., Bladier, D., Caruelle, D., Courty, J., Joubert, R., Caron, M.,1990. Int. J.
Biochem. 22, 539-544.

Etzler ME, Borrebaeck, C., 1980. Carbohydrate binding activity of a lectin-like
glycoprotein from stem and leaves of Dolichos biflorus. Biochem. Biophys. Res.
Commun. 96:92-97.

Felsted, R.L., Leaviif, R.D, Chen, C., Bachur, N.R, Daie, RMK, 1981.
Phytohemaggiutinin isolectin subunit composition. Biochim. Biophys. Acta. 668,
132-140.

Gatehouse, AM.R., Barbieri, L., Stirpe, F., Croy, R.R.D., 1980. Effects of ribosome
inactivating proteins on insect development - differences between Lepidoptera
and Coleoptera. Entomol. Exp. Appl. 54, 43-51.

51



Goldstein, 1.J., Hollerma, C.E., Smith, E.E., 1965. Protein-carbohydrate interaction 2.
inhibition studies on interaction of concanavalin A with polysaccharides.
Biochemistry 4, 876-880.

Hackman R.H., Goldberg M., 1964. New substrates for use with chitinases, Anal.
Biochem., 8, 397-401.

Hammarstrén, S., Kabat, E. A.,1969. Purification and characterization of a blood-
group a reactive hemagglutinin from snail helix pomatia and a study of its
combining site. Biochemistry 8, 2696-2705.

Hameiryck, T.W., Dao-Thi, M., Poortmans, F., Chrispeels, M.J., Wyny, L., Loris, R,
1996. The crystaliographic structure of phytohemagglutinin-L. J. Biol. Chem. 271,
20479-20485.

Hayes, C. E., Goldstein, J. J., 1974. Alpha-D-galactosyl-binding lectin from
Bandeiraea-Simplicifolia seeds - isolation by affinity chromatography and
characterization. J. Biol. Chem. 249, 1904-1914.

Hattori, T., Yoshida, N., Nakamura, K., 1997. Structural relationship among the
members of a multigene family coding for sweet potato tuberous root storage
protein. Plant. Mol. Biol. 13: 563-572.

Khang, N. Q., Jean-Luc G., Johan, H., 1990. A blood group A specific lectin from the
seeds of Crotalaria striata. Biochim. Biophys. Acta 1033, 210-213,

Kennedy, J. F., Palva, PM.G., Corella, M.T.S., Cavalcanti, M.S.M., Coelho, L.C.B.B.,
1995. Lectins, versatile proteins of recognition: a review. Carbohydrate Polym. 28,
219-230.

Kojima, K., Matsu-Ura, Y., Ogawa, H., Seng, N., Matsumoto, 1., 1994. Detection of a
lectin activity in plant bark extracts: solid phase assay involving horseadish
peroxidase-conjugated glycoproteins. Plant Physiol. Biochem. 32, 217-224.

Kortt, A. A, Caldwell, J.B., 1990. Low molecular weight albumins from sunflower
seeds: identification of a methionine rich albumin. Phytochemistry 9, 2805-2810.

Laemmli, U. K., 1970. Cleavage of structural proteins during the assembly of the
bacteriophage T4. Nature. 227: 680-685.

Lin, T. T. -S,, Li, 8. S. —-L., 1980. Purification and physicochemical properties of ricins
and agglutinins from Ricinus communis. Eur. J. Biochem. 105, 453-458.

52



Lis, H., Sharon, N., 1998. Lectins: carbohydrate-specific proteins that mediate cellular
recongnition. Chem. Rev., 98, 637-674.

Loris, R., Hamelryck, T., Bouckaert, J., Wyns, L., 1998. Legume lectins structure.
Biochim. Biophys. Acta 1383, 9-36.

Lorenzi, H., 1992. Arvores Brasileiras — Manual de identificacao e cultivo de plantas
arboreas nativas do Brasil. Harri Lorenzi (Ed.), Editora Plantarum LTDA, 1, 322.

Machuka, J. S., Van Damme, Eis. J. M., Peumans, W. J., Jackai, L. E. N., 1999,
Effect of plant lectins on larval development of the legume pod borer, Maruca
vitrata. Entomol. Exp. Appl. 93. 179-187.

Makela, O., 1957. Studies in hemagglutinins of Leguminosae seeds. Ann. Med. Exp.
Biol., 35, 1-156.

Manen, J.F., Simon, P., Van Slooten., J.C., Osteras, M., Frutiger, S., Hughes,
G.J.,1991. A nodulin specifically erxpressed in senescent nodules of winged bean
is a protease inhibitor. Plant Cell 3: 259-270.

Mansfield, M.A., Peumans, W.J., Raikhel, N.V., 1988. Wheat-germ agglutinin is
synthesized as a glycosylated precursor. Planta 173, 482-489.

Millar, D.J., Allen, ALK, Smith, C.G, 1992. Chitin-binding proteins in potato
(Solanum tuberosum) tuber. Characterization, immunolocalization and effects of
wounding. Biochem. J. 283: 813-21.

Murdock, L. L., Huesing, J. E.,, Nielsen, S. S., Pratt, R. C, Shade, R. E., 1990,
Biological effects of plant lectins on the cowpea weevil. Phytochemistry 29; 85-89.

Ooi, L.SM., Ng, T.B., Sun, S.8.M,, Ooi, V.E.C., 2000. Mannose-specific isolectins
with different hemagglutinating potencies isolated from Chinese daffodil
(Narcissus fazetta var. chinensis) leaves. J. Protein Chem. 19, 163-168.

Ohtsubo, K. I, Richardson, M., 1992, The amino acid sequence of a 20 kDa
bifuncional subtilisinfalpha-amylase inhibitor from bran of rice (Oryza sativa L.)
seeds. FEBS Lett. 309: 68-72.

Peumans, W. J., Van Damme, E. J. M, 1995. The role of lectins in plant defence.
Histochem. J. 27. 253-271.

Peumans, W.J., Van Damme, E.J.M, 1996. Prevalence, biological activity and
genetic manipulation of lectins in foods. Trends Food Sci.Tecnol. 7, 132-138.

Peumans, W. J., Van Damme, E. J. M., 1998. Plant lectins: Versatile proteins with

important perspectives in biotechnology. Biotech. Gen. Eng. Rev. 15:199-
229,1998

53



Peumans, W.J., Winter, H., C. Bemer, V., Van Leuven, F., Goldstein, 1.J., Truffa-
Bachi, P., Van Damme, E.J.M., 1997. Isolation of a novel plant leciin with an
unusual specificity from Calystegia sepium. Glycoconjugate J., 14, 259-265

Pérez, G., 1988. Isolation and characterization of a novel lectin from Dioclea
fehmanni (Fabaceae) seeds. int. J. Biochem. Cell Biol. 30, 843-853.

Powell, K.S., Gatehouse, A M.R., Hilder, V. A, Gatehouse, J.A., 1995. Antifeedant
effects of plant lectins and na enzyme on the adult stage of the rice brown
planthopper Nilaparvata lugens. Entomol. Exp. Appl. 75, 51-59.

Pratt, R.C., Singh, N.K., Shade, R.E., Murdock, L.L, Bressan, R.A., 1990. Isolation
and partial characterization of a seed from terapy bean that delays bruchid
beetle development. Plant Physiol. 93, 1453-1459.

Ramos, M. V., Mota, D. M,, Teixeira, C. R., Cavada, B. S. and Moreira, R. A., 1998.
Isolation and partial characterization of highly toxic lectins from Abrus puichellus
seeds. Toxicon 36: 477-489.

Ratanapo, S., Ngamjunyaporn, W., Chulavatnatol, M., 2001. Interaction of a mulberry
leaf lectin with a phytopathogenic bacterium, P. syringae pv mori. Plant Scie. 160:
739-744.

Ray, 8., Chatteriee, B. P., 1995. Saracin: A lectin from Saraca indica seed
integument recognizes complex carbohydrates. Phytochemistry 40, 643-649.

Read, S. M., Northeote, D. H., 1983. Subunit structure and interactions of the phlioem
proteins of Cucurbita maxima (pumpkin). Eur. J. Biochem. 134, 561-569,

Rinderle, S. J., Goldstein, I. J., Matta, K. L., Ratcliffe, R. M., 1989. Isolation and
characterization of amaranthin, a lectin present in the seeds of Amaranthus
caudatus, that recognizes the T- (or cryptic T)-antigen. J. Biol. Chem. 264, 16123-
16131.

Rouge, P, Cavada, B. S., 1984. Isolation and partial characterization of two isolectins
from Lathyrus ochus L. (DC). Piant Sci Lett. 32, 21-27.

Radiger, H., 1998. Plant lectins ~ more than just tools for glycoscientists: occurrence,
structure and possible functions of plant lectins. Acta Anat. 161, 130-152.

Santos-de-Oliveira, R., Dias-Baruffi, M., Thomaz, S.M.O., Beltramini, L.M., Roque-
Barreira, M.C. ,1994. J. Immunol. 22, 1798-1807.

Sarroch, T., Hitotsuya, H., Nakajo, S., Nakaya, K., Nakamura, Y., Kurihara, Y.,1989.
Complete amino acid sequence and structure characterization of the taste-
modifying protein, miraculin. J. Biol. Chem. 264, 6655-6659.

54



Sharon, N., Lis, H. 1989. Lectins as cell recognition molecules. Science, 246, 227-
234,

Stitlmark, H., 1888, Uber ricin ein giftiges ferment aus den samen von Ricinus
communis L. und einige anderen Euphorbiaceae. Inaugural Dissertation Dorpat,
Tartu.

So, L.L., Goidstein, 1.J., 1967. Protein-carbohydrate interaction.9. Aplication of
quantitative hapten inhibition t{echnique fo polysaccharide-concanavalin A
interaction. Some comments on forces involved in concanavalin A-polysaccharide
interaction. J. Immunol. , 158-162.

Tai, H., McHenry, L., Fritz, P.J., Furtek, D.B., 1991. Nicleic acid sequence of a 21 kDa
cocoa seed protein with homology to the soybean trypsin inhibitor (Kunitz) family of
protease inhibitors. Plant. Mol. Biol. 16, 913-915.

Triguerds, V., Wang, M., Pére, D, Paquereau, L., Chavant, L. and Fournier, D., 2000.
Modulation of a lectin insecticidal activity by carboydrates. Arch. insect Biochem.
Physiol. 45, 175-179.

Van Damme, E. J. M., Allen, A. K and Peumans, W. J., 1987. Isolation and
characterization of a lectin with exclusive specificity towards mannose from
snowdrop (Galanthus nivalis) bulbs. FEBS Lett. 215, 140-144.

Van Damme, E. J. M, Briké. F., Winter, H.C., Van Leuven, F., Golidstein, 1.J.,
Peumans, W. J., 1996. Molecular cloning of two different manose-binding lectins
from tulip bulbs. Eur. J. Biochem. 236,419-427.

Van Damme, E. J. M.; Peumans, W. J.; Barre, A., Rougé, P., 1998. Plant Lectins: A
Composite of Several Distinct Families of Structurally and Evolutionary Related
Proteins wuth Diverse Biological Roles. Plant Sci. 17, 575-692.

Van Parijs, J., Broekaert, W. F., Goldstein, [.J., Peumans, W.J., 1991. Hevein: an
antifungal protein from rubber-tree (Hevea brasiliensis) latex. Planta 183, 258-262.

Waljuno, K. Scholma, R. A., Beintema, J. Mariono, A., Hahn, A. N., 1875. Amino acid
sequence of hevein. Proc. Int. Rubber Conf. Kuala Lumpur 2, 518-531.

Wang, C., Eufemi, M., Turano,C., Giartosio, A., 1996. Influence of carbohydrate
moiety on the stability of glycoprotein. Biochemistry 35, 7299-7307.

Wang, M. B., Boulter, D., Gatehouse, J. A., 1994. Characterization and sequencing of
cDNA clone encoding the phioem protein PP2 of Cucurbita pepo. Plant Mol. Biol.
24, 159-170.

Wang, H X, Ng, T.B., 2001. A novel lectin from Pseudostellaria heterophylia roots
with sequence simuiarity to Kunitz-type soybean trypsin inhibitor. Life Sci, 69, 327-
333.

55



Weis, W.1., Drickamer, K. Structural basis of lectin-carbohydrate recongnition. Ann.
Rev. Biochem. 65, 441-473.

Wititsuwannakul, R., Wititsuwannakul, D., Chanchai, S., 1998. A lectin from the bark
of the rubber tree (Hevea brasiliensis). Phytochemistry, 47(2), 183-187.

Wongkham, S., Wongkham, C., Boonsiri, P., Simasathiansophon, S., Trisonthi, C.,
Atisook, K., 1995. Isolectins from seeds of Arfocarpus lakoocha. Phytochemistry
40, 1331-1334

Yamaguchi K., Mori A_, Funatsu G., 1996. Amino acid sequence and some properties
of lectin-D from roots of pokeweed (Phytolacca americana), Biosci. Biotechnol.
Biochem. 60, 1380-1382.

Xu Q. LiuY, Wang X, Gu H., Chen Z., 1998. Purification and characterization of a
novel anti-fungal protein from Gastrodia efata, Plant Physiol. Biochem. 36, 899-
905.

56



CAPITULO II

O PAPEL DA LECTINA DE SEMENTES DE Talisia
esculenta NA DEFESA DE PLANTAS AO ATAQUE
DE FUNGOS, BACTERIAS E INSETOS
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I- INTRODUGAO

As lectinas s&o as Gnicas proteinas de plantas com capacidade de reconhecer
e ligar-se a glicoconjugados presentes na superficie externa de microorganismos,
como bactérias e fungos ou glicoconjugados expostos ao fongo do trato intestinal de
insetos fitbfagos. Séo diversos os glicanos reconhecidos pelas lectinas. Podem ser
homopolimeros compostos de monossacarideos, como a quitina presente na parede
celular dos fungos, ou complexos oligossacarideos, presentes nas mucinas
estomacais e intestinais. A preferéncia das lectinas vegetais para a ligagdo com
carboidratos n@o encontrados em plantas e a alta afinidade por glicoproteinas
animais s&o determinantes para os vérios papeis bioldgicos que estas proteinas
possam desempenhar (Peumans & Van Damme, 1995 a).

1.1- Caracterizacéo do problema de armazenagem de grios

Os insetos constituem a espécie mais diversificada de animais. Excetuando-se
© oceano aberto, estes podem ser encontrados em todos os habitats: pantanos,
selvas, desertos e até mesmo em ambientes altamente estéreis como pocos de
petrdieo (Imms, 1964). Séo, sem davida alguma, a forma mais adaptavel de vida.
Mbata (1994) mostrou que menos de 0,5% do numero total de espécies de insetos
conhecidos sdo considerados pragas, e s6 alguns destes podem ser uma ameaga
séria as pessoas. Entretanto, Gallo et al. (2002) afirmou que este percentual pode
chegar a 10%. O termo “inseto praga” foi definido por Williams (1947) como quaiquer
inseto no lugar errado. Dependendo da estrutura do ecossistema em uma
determinada area e do ponto de visdo do homem, um certo inseto pode ou néo ser
considerado uma praga.

Insetos herbivoros séo os responsaveis por destruir um quinto da colheita total
de graos do mundo, anualmente. A principal causa do surgimento das pragas & a
interferéncia desordenada do homem na natureza, criando agro-ecossistemas onde
sao selecionadas grandes colheitas de alto rendimento e valor nutritivo, reunidas
numa area limitada, o que prové ac mesmo tempo um ambiente altamente benéfico
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ao atague de insetos. Na tentativa de selecionar colheitas satisfatérias para o
consumo humano sdo também selecionadas plantas altamente suscetiveis a
infestacGes por insetos. Muitas colheitas que foram desenvolvidas durante os Gltimos
30 anos produziram altos rendimentos no campo, mas, apresentaram também
poucas caracteristicas de armazenamento (Kerin, 1994).

Os graos sao armazenados por periodos variados de tempo, que dependem da
demanda de mercado, tamanho da produgio e das necessidades do produtor. O
armazenamento € a operag&o poés-colheita mais importante e critica. A deterioracio
da qualidade do grdo durante o armazenamento pode ser devida as condiches
improprias de estocagem, que conduzem & contaminagéo por fungos ou infestacao
por insetos, sendo que o primeiro local de infestacdo é o campo.

Alguns insetos alimentam-se do endosperma, o que causa perda de peso e
qualidade da semente, enquanto outros atacam o gérmen, resultando na diminuicéo
da capacidade de germinacdo da semente, tornando-a menos vidvel (Santos et al,
1990). Assim, devido aos danos causados por insetos, os grios perdem valor para
comercializagao, consumo e plantio. Além do consumo direto dos graos, os insetos
contaminam o ambiente com produtos de excrecao, de mastigacdo e com a propria
presenga tornando o produto comerciaimente indesejavel. Os danos causados pelos
insetos oferecem condi¢bes favoraveis & infecgdo por bactérias e fungos (Dunkel et
al., 1982). A presenca de insetos também aumenta a temperatura do produto, devido
a sua alimentacdo, o que resulta em "manchas” quentes. Estas manchas concentram
a umidade dentro do produto, acarretando a deterioracio da semente e estimulando
a atividade fungica. Mbata (1994) mostrou que infestacbes de Vigna subterranea
com Callosobruchus macufatus reduziram a viabilidade das sementes e aumentaram
os niveis de acidos graxos livres e perdxidos, que sao indices usados para medir a
deterioracao biogquimica.
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1.2- Principais pragas de grios armazenados

Dois grupos principais de insetos pds-colheita sdo economicamente
importantes: Coleoptera (besouros) e Lepidoptera (tracas). Varias espécies de
coledpteros e lepidépteros destroem sementes no campo e quando estocadas. Os
danos de colheita causados por lepiddpteros s6 acontecem por larvas. Varias dessas
emaranham a alimentacdo com uma secrecdo sedosa construindo grandes
quantidades de casulos. Nos casos de coledpteros, farvas e adultos frequentemente
alimentam-se na colheita e as duas fases s&o responsaveis pelo dano.

A ordem Coleoptera & a maior ordem de insetos e nela se concentram as pragas
de produto armazenadas mais comuns e importantes. Nesta ordem estdo inclusos os
besourcs Zabrotes subfasciatus, inseto cosmopolita geralmente restritc a feijdes
secos (P. vulgaris) e Callosobruchus spp., geralmente restritos a outros gréos,
especialmente caupi e fejfjdo mungo (Vigna spp).

C. maculatus (Fabricius) é uma peste importante que ataca principaimente feijdes
de varias espécies do género Vigna, principaimente caupi (Lienard & Seck, 1994).
Esta espécie originou-se na Africa, mas é encontrada agora nas regibes trépicais e
sub-tropicais. Os aduitos medem de 2-4 mm, sdo de cor castanha com manchas
pretas e tém um tempo de vida pequeno, de cerca de 12 dias, ndo se alimentando
neste periodo. Foram identificadas duas formas desta espécie; a ativa (voadora) e a
forma incapaz de voar. A forma voadora dispersa e coloniza campos de caupi.
Fémeas de adulto pdem aproximadamente 100 ovos na superficie de sementes ou
de vagens de leguminosas. As larvas escavam dentro da semente onde o
desenvolvimento inteiro acontece. Esta espécie causa problemas principalmente na
Nigéria, onde a maioria do caupi da Africa é produzida (Van Alebeek et al., 1996), e
no nordeste brasileiro (figuras 1 A,B).

Quase 80% das colheitas de grdos produzidos por pequenos produtores sao
armazenadas na mesma propriedade (Wongo, 1996). Devido as estruturas pobres de
armazenamento, sd30 severas as perdas na qualidade e quantidade de gréos
armazenados anualmente. Na Africa Ocidental, até 100% de danos no caupi pode
ocorrer em alguns meses de armazenamento, devido a infestacéo de C. maculatus
(Lienard & Seck, 1994). Niveis altos de perdas continuam acontecendo devido a
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técnicas atrasadas de beneficiamento, limpeza, secagem e armazenamento.
Levantamentos recentes realizados no Brasil indicam que as pragas e patbégenos

podem ser responsdveis por perdas na ordem de 2,2 bilhGes de délares anuais para
as principais culturas brasileiras (Bento, 1999).

Figura 1: Callosobruchus maculatus sobre graos de feijao Vigna unguiculata
(A- foto P.C. Strikis, B- foto Negri)
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Figura 2: Ovos de C. maculatus sobre graos de feijdo Vigna unguiculata e
galerias produzidas pelos insetos (foto: P.C. Strikis)

Figura 3. Ovos de Z subfasciafus sobre grdos de feijao Phaseolus vulgaris e
danos causados nos graos pelos insetos (foto: P.C. Strikis)
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O centro de origem de Z. subfasciatus é a América Central e do Sul, expandindo-
se dai para todo o mundo. Sua ocorréncia em Phaseolus vulgaris L. é comum na
Africa, sudeste asiatico, india e Europa (Ferreira, 1960). No Brasil, esta presente em
todos os estados produtores de feijdo, sendo encontrado principalmente nos Estados
da Bahia, Amazonas, Espirito Santo, Pard, Rio de Janeiro, Rio Grande do Sul e Sao
Paulo (Silva et al., 1968). Este bruquideo apresenta, na fase adulta, 1,8 a 2,5 mm de
comprimento e de 1,4 a 1,8 mm de largura e tem coloracéo castanho-escura com
manchas claras. O dimorfismo sexual & bem nitido, permitindo a separagdo dos
sexos. As fémeas sd0 maiores que os machos, além de apresentarem uma mancha
clara triangular na parte posterior da cabega (Ferreira, 1960). O ciclo biolégico dura
cerca de 25 dias 2 32,5° C e 70% de U.R.

Figura 4: Z. subfasciatus (macho) sobre gréos de feijao Phaseolus vulgaris (foto:
P.C. Strikis) |
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Figura 5: Z. subfasciatus (fémea) sobre graos de feijao Phaseolus vulgaris (foto:
Negri)

As perdas de graos devido aos danos causados por Z. subsfascitus chegam a
atingir 35% no México, América Central e Panama e ficam em torno de 7 a 15% no
Brasil (Van Schoonhoven & Cardona, 1982). No sudeste e sul do Brasil, as perdas
chegam a 20% (Wiendl, 1975) e no nordeste a 40% (Oliveira et al., 1977).

Os prejuizos causados pelos insetos em graos e outros produtos armazenados,
podem ser resumidos nos seguintes itens:

1. Perda no peso dos produtos pela destruicdo do endosperma;

2. Perda no valor nutritivo pela destruicdo do amido e do germe;

3. Perda de germinacéo pela destruicdo do germe;

4. Perda qualitativa pela presenca de gréos e produtos bichados e a

disseminacdo dos fungos e &caros que provocam odores estranhos e toxinas
prejudiciais a saude dos consumidores;
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5. Perda na gualidade de panificagéo das farinhas pela destruicéo do
gldten;

6. Perda de produtos ja elaborados, pela presenca de insetos vivos e
destruicao e/ou avaria das embalagens.

Atualmente, a forma de controle de gréos armazenados €, a quimica, incluindo
expurgo com fosfina ou brometo de metila (prestes a sair do mercado por problemas
de residuc de brometo) e polvithamento ou pulverizacdo com fosforados e
piretréides. Embora sejam mais eficientes, as aplicacbes sistematicas de medidas
preventivas e tratamentos quimicos, sdo medidas perigosas de prevengao, ja que 0s
inseticidas podem contaminar os alimentos, solo, agua e animais, levar a intoxicacao
de agricultores, causar 0 desequilibrio biolégico, alterando a ciclagem de nutrientes e
matéria organica e a eliminagao de organismos benéficos, entre oufros efeitos (Saito
& Lucchini, 1898). Problemas de resisténcia desenvolvidas aos diversos compostos
quimicos utilizados como inseficidas sao também motivos pelos quais sua utilizagao
deve ser evitada e/ou reduzida (L.ara, 1991), sem destacar que a cada dia torna-se
mais caro (US$ 100 a 150 milhdes) e mais longo o tempo necesséario para O
desenvolvimento de um novo agrotoxico (10 a 15 anos) (Gallo et al., 2002).

1.2.1- Morfofisiologia da digestao de insetos

De acordo com o diagrama geral do canal alimentar de um inseto (figura 6)
proposto por Terra & Ferreira (1994), o Intestino Anterior (IA) é constituido pela boca
onde encontramos as glandulas salivares, faringe, eséfago e o papo. O proventriculo
€ um orgao de trituracdo em alguns insetos € em muitos deles, atua como uma
valvula que confrola a entrada do alimento na por¢do do intestino médio, principal
local da digestao e absorcéo de nutrientes.

O intestino Medio (IM) consiste de um tubo simples (ventriculo) que pode
sofrer ramificagbes, dando origem ao ceco gastrico. Na maioria dos insetos, ©
intestino médio é revestido por uma estrutura quitinosa, a membrana peritrofica, que
separa 0 conteddo luminal em dois compartimentos, 0 espago endoperiiréfico e o
espaco ectoperitréfico. Na regi&o do esfincter, separando o intestino médio do
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posterior, 0s 0rgdos de excrecio que se ramificam lateralmente sdo os tubuios de
Malpighi. O intestino Posterior (IP) inclui o fleo e 0 reto, envolvidos na absorcao de
agua e ions, terminando ne anus.

A membrana peritrdfica € um finissimo envelope membranoso que cobre o
bolo alimentar no intestino dos membros da maioria dos filos animais, incluindo o dos
insetos. Ela estd organizada num arranjo de quitina (4 ~13%) em uma matriz de
proteina (21 ~ 51%) e carboidrato (Richards & Richards, 1977). Poucas ordens nao
possuem esta membrana e muitas vezes sua presenca esta associada com a idade
do inseto como nos Siphonaptera, onde sua ocorréncia é apenas no estagio larval
(Peters, 1992). Nos coledpteros da familia Bruchidae nao existe uma membrana
peritréfica bem definida. Acredita-se que esta familia apresente estruturas quitinosas
(Firmino et ai., 1996). Nos lepiddpteros a membrana peritréfica é do tipo |, ou seja,
formada pelo intestino médio, ou por parte dele (regido anterior ou posterior).
Durante a formac&o da membrana do tipo |, precursores de quitina s&o secretados
pelas células do intestino médio, sendo depois organizados em forma de fibras
intercaladas por moléculas de proteinas (Tellmam et al., 1999). As principais funcbes
atribuidas a esta estrutura sdo: protecio mecanica contra injuria as células do IM;
barreira fisica contra microorganismos; barreira de seletividade para enzimas
digestivas e produtos da digestao; e atuac&o no mecanismo de conservacado das
enzimas digestivas (Terra, 2001).

Segundo Terra & Ferreira (1994), varios esfudos vém sendo realizados com o
objetivo de determinar os valores de pH nas diferentes regibes da estrutura digestiva,
com a finalidade de confirmar a correlagéo entre o pH 6timo da enzima e pH do
[imen de insetos, pois as variagbes de pH afetam a atividade das enzimas
digestivas.
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Figura 6- Diagrama geral do intestino de inseto
(adaptado de Terra & Ferreira, 1994).
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A compartimentalizag&o das enzimas € outra propriedade importante. Aquelas
envolvidas na digestdo inicial s&o encontradas no espaco endoperitréfico o qual é
envolvido pela membrana peritréfica, cuja capacidade em compartimentalizar as
enzimas digestivas depende de sua permeabilidade (Terra & Ferreira, 1994).
Portanto, a integridade desta membrana quando afetada pode interferir no processo
de digestdo e absor¢do de nufrientes e, consequentemente, causar danos no
desenvolvimento do inseto (Habibi et al,, 2000; Paes et al., 2000).

1.2.2- Papel inseticida de lectinas de plantas

O possivel papel das lectinas na defesa das plantas contra insetos foi observado
quando Jansen (1976) mostrou que PHA apresentava aclo inseticida sobre C.
maculatus. Apesar de ter sido relatada como a primeira lectina a apresentar
propriedade inseticida sobre as larvas desse bruguideo, PHA teve o seu efeito tdxico
questionado anos mais tarde, quando se obsevou gue esta atividade bioldgica foi
devida a contaminac&o com um inibidor de a-amilase (Huesing et al., 1991b).
Entretanto outros estudos comprovaram ¢ efeito inseticida de outras lectinas vegetais
tais como a de germe de trigo (WGA), a de tubérculo de batata (Sofanum
fuberosum), a de sementes de estraménio (Dafura stramonium), a de arroz (Oryza
sativa), a de rizoma de urtiga (U. dioica) e a de Maclura pomifera (Murdock et al.,
1990; Huesing et al., 1991a). WGA e a lectina de sementes de Bauhinia purpurea
(BPL) foram letais para larvas neonatas de Ostrinia nubitalis, quando incorporadas na
dieta na concentragcdo de 2% (Peumans & Van Damme, 1998). Dietas com lectinas
purificadas de Galanthus nivalis (GNA) e alho (Allium sativum) indicaram que essas
&0 moderadamente téxicas a insetos predadores, como o besouro do feijdo e o
inseto do tabaco (Spodopfera fitoralis) (Peumans & Van Damme., 1995b). Além de
GNA apresentar alta toxidade a insetos sugadores em experimentos com dietas
artificias, também se mostrou efetiva quando expressas em plantas transgénicas
(Hilder et al., 1995). PHA apresentou propriedades inseticidas contra Z. subfasciatus,
bem como a arcelina (proteina de reserva presente em sementes de Phaseofus

vulgaris, possuidora de discreta atividade hemagluiinante) e inibidores de a-amilase,
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proteinas membro de uma mesma familia de lectina, que sob ¢ ponto de vista
genético, € altamente conservada (Paes et al., 2000). Embora seja muito provavel
que a toxidade exercida por lectinas seja baseada na ligacdo especifica a
glicoconjugados presentes em alguma regido do intestino médio dos insetos, o
mecanismo exato de acao dessas proteinas nao é totalmente conhecido.

1.3- Contaminacao por fungos

Outra causa importante de deterioracdo de gréos € a infecgao transmitida por
fungos. Da mesma maneira que os insetos, a infecgao fingica comeca no campo € é
levada para locais de estocagem. A umidade relativa alta &€ um fator crucial para a
infeccao por fungos. O aumento no grau de umidade nos locais de armazenagem
pode ocorrer por diversos fatores: se 0 produto ndo secou suficientemente depois da
colheita, se ocorreu infestacdo por inselos, que resulia em manchas guentes e
umidade aumentada, ou se foi empregada técnica de armazenamento impropria que
permite contato com agua de chuva ou condensacdo de umidade. A infecgdo fingica
resulta na reducdo da qualidade do grao, mudanca na coloracao, gosto, cheiro, valor
nutricional, aumento do teor de acidos graxos livres e reducdo da capacidade de
germinacao (Santoso et al.,, 1998).

A presenca de insetos pode ter um efeito profundo na disseminacido de
doencas causadas por fungos, pois podem {ransmitir 0s esporos aumentando a area
susceptivel a infecgdo fingica, ¢ que eventualmente pode acarretar o aumento da
producdo de micotoxinas, substancias toxicas produzidas por estes durante o
crescimento e desenvolvimento. Como as micotoxinas sdo substancias bastante
estaveis e ndo s30 destruidas durante o processamento dos alimentos, ¢ (nico meio
de evitd-las € prevenir o crescimento dos fingica (Sallam, 2000).

Dunkel ef al. (1982) mostraram que algumas espécies de insetos de
armazenamento s&0 disseminadoras de fungos, enquanio outros s&0
exterminadoras; alguns fungos de armazenamento atraem insetos e promovem ©
aumento da populacdo desses, enquanio outros os repelem, ao secretar toxinas
prejudiciais acs insetos. Portanto, 0 conhecimento das relagdes bioidgicas basicas
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entre insetos e fungos no ecossistema do grdo armazenado € importante para o
manejo destes. Varios estudos demonstram a importancia dos insetos como
facilitadores da infecc@o fungal. Na Nigéria, Acholo et al. (1997) mostraram que o
besouro de inhame, Heteroligus meles, maior causador de danos aos tubérculos,
facilita a expansé&o de diferentes espécies de Fusarium, bem como de outros fungos
menos abundantes,

1.3.1- Fungos fitopatogénicos

Os fungos s&o organismos eucariéticos e em sua maioria filamentosos, que
ocorrem no solo como células ou estruturas de repouso (esporos), como hifas
(filamentos microscopicos) ou micéfio (conjunto de hifas). Eles ndo possuem clorofila,
sendo portanto heterotréficos, obtém energia e carbono de compostos organicos.
Embora ndo sejam predominantes em termos numéricos, os fungos representam 70-
80% da biomassa microbiana da maioria dos solos e sua ocorréncia esta diretamente
relacionada ao teor de matéria organica, sendo também influenciada pelo pH e
umidade do solo. Eles predominam em solos ricos em matéria organica e com pH na
faixa acida e milhares de espécies, pertencentes a todas as classes, ja foram
isoladas do solo, sendo a maioria pertencente a classe Deuferomycetes. Os fungos
mais representativos do solo sdo espécies do géneros Aspergillus, Penicillium,
Rhizoctonia, Afternaria, Colletotrichum, Phytium, Fusarium, Phytophtora, Mucor,
Rhizopus, Phycomyces, Verticillium, Pilobulus, Humicola, Gaeumannomyces e
Chaetomium (Siqueira & Franco, 1988).

A principal funcdo dos fungos resulta da sua atividade heterotréfica sobre
restos vegetais depositados no solo e a formacdo de relacdes simbidticas
mutualistas (micorrizas) e parasiticaé (doengas) com as plantas. Sio importantes
agentes de controle bioldgico de outros fungos e nematoides fitopatogénicos.

A unidade propagativa dos fungos, o esporo, tem funcdo semelhante a de uma
semente, diferindo dela por n&o conter um embrio pré-formado. Os esporos
germinam, sob condigbes favoraveis, emitindo o tubo germinativo ou hifa primaria,
que se ramifica formando o micélio. Hifas especializadas para a nutricdo, chamadas
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hifas vegetativas, penetram no substrato em busca de alimento, enquanto que hifas
reprodutivas ou aéreas, especializam-se na producéc de esporos (Tortora et al.,
2000).

A parede celular dos fungos é altamente versatil, sendo continuamente
expandida durante o crescimento e extensivamente remodelada durante o
desenvolvimento. Quimicamente, a parede contém 80 a 90% de polissacarideos,
sendo o restante constituido de proteinas e lipideos. Em algumas espécies sdo
encontrados quantidades apreciaveis de pigmentos (melanina), polifosfatos e ions
inorgénicos. Fisicamente, a parede celular € formada por microfibrilas entrelacadas,
embebida numa matriz amorfa. Quitina e celulose s&0 os principais componentes
microfibrilantes da maioria dos fungos filamentosos, enquanto que nas leveduras ou
fungos unicelulares, a parede contém principaimente glucanas n&o celuldsicas.
Proteinas e varios polissacarideos (glicanas, mananas, galactanas e
heteropolissacarideos) s&o as principais substancias cimentantes. Os
monossacarideos mais freqlientemente encontrados na parede celular dos fungos
s&o: D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, D-manose, D-galactose, D-galactosamina, L-
fucose, D-glicosamina, xilose e acido D-glicurbnico. Desses, glicose, N-acetil-D-
glicosamina € manose sdo encontrados na maioria dos fungos. Ocasionalimente
ramnose, ribose e arabinose podem ser observados (Bartinicki-Garcia, 1968).

1.3.2- Proteinas e a¢ao fungicida

O mecanismo de acdo fungicida de proteinas de plantas pode ser dividido em
frés tipos:
- primeiro: proteinas ligantes de quitina sem atividade enzimaftica

Como exemplos podem ser citadas a heveina (4,7 kDa), proteina rica em
cisteina, extraida do latex da Hevea brasiliensis (Archer,1960) e que apresenta
homologia com outras proteinas ligantes de quitina como a WGA (36 kDa) (Wright et
al., 1985); e a UDA de peso molecular de 8,5 kDa (Chapot et al., 1986) e outras
quitinases de plantas (Boller, 1988).
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Dentre as lectinas vegetais envolvidas nos mecanismos de defesa contra
fungos destaca-se a WGA, que se mostrou capaz de inibir a germinagdo e o
crescimento de coldnias de Trichoderma viridae (Mirelman et al., 1975). Esta
proteina interage especificamente com oligbmeros de quitina (Alen et al, 1973) e
pode figar-se as exiremidades de hifas e esporos jovens, além de possuir afinidade
por zigbsporos. Ciopraga et al. (1999) estudaram o efeito da WGA sobre Fusarium
graminearum e Fusarium oxysporum e mostraram que a igacdo dessa lectina a
parede celular dos fungos afetou o compartimento interno e o crescimento dos
germens, o que pbdde ser comprovado pelas mudancas drasticas na morfologia dos
fungos, tais como a lise das hifas e o extravasamento do contetdo celular. Essas
observacbes s&o consistentes com o papel de protecdo contra fungos das lectinas
ligantes de quitina, que poderiam diminuir o desenvolvimento da parede celular por
ligar-se aos polimeros de n-acetilglicosamina, desestabilizando assim o equilibrio
entre a hidrolise e a sintese de quitina da parede celular dos fungos (Bartniki-Garcia,
1973).

- segundo: acdo das tioninas

Tioninas s&0 pequenas proteinas presentes no endosperma de muitas
sementes de plantas, muito ricas em cisteina, com potente acdo antimicrobiana,
Capazes de penetrar a parede dos fungos através das extremidades das hifas,
causando poros na membrana e o conseqliente extravazamento de material
citoplasmatico (Florack & Stiekema, 1994).

- lerceiro: acdo de quimerolectinas

Quimerolectinas s&o proteinas que possuem um ou mais dominios figantes de
carboidrato (estruturalmente arranjados um apés aos outro) e um outro dominio
catalitico com fungéo enzimatica bem definida (Van Damme et al., 1998).

As quimerolectinas com ag&o fungicida pertencem a classe das quitinases de
classe | que possuem na regido N-terminal um dominio ligante de quitina e na regido
C-terminal um dominio do tipo quitinase. Este titimo dominio, que confere atividade
enzimatica a proteina, é o responsavel pela acdo fungicida das quimerolectinas
(Beintema, 1994).
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Ja foi demonstrade que lectinas ndo podem penetrar o citoplasma das células
de fungos gragas a existéncia de uma espessa e rigida parede celular. A
inferferéncia que essas proleinas podem causar no desenvolvimento desses
organismos, como alteracdo na estruiura, na permeabilidade da membrana ou
alteractes nos processos intracelulares, parece pouco provavel. Entretanto, é
possivel que ocorram efeifos indiretos baseados na ligacdo das lectinas aos
carboidratos expostos na superficie da parede celular (Peumans & Van Damme,
1995 b).

1.4- Aspectos gerais da parede bacteriana

Um dos grandes interesses na biclogia de plantas é o estudo das interacbes
enfre plantas e microorganismos. Dentre as bactérias, cerca de 1600 espécies s&o
fitopatogénicas, destacando-se entre as gram-negativas Erwinia, Pseudomonas,
Xanthomonas, Xylella e Agrobacterium e dentre as gram-positivas, Clavibacter e
Streptomyces.

A parede celular bacteriana & composta de uma rede macromolecular
denominada peptideoglicana, que consiste de um dissacarideo repetitivo unido por
polipeptideos para formar uma rede que circunda e protege toda a célula {figura 7a).
A porgao dissacaridica € composta por uma unidade de N-acetilglicosamina e outra
de N-acetilmuramico (Rogers et al., 1980). Na maioria das bactérias gram-negativas
(figura 7c) a parede celular consiste de muitas camadas de peptideoglicana,
formando uma estrutura espessa e rigida. Em contraste, as paredes celulares de
gram-positivas (figura 7b) contém somente uma camada fina de peptideoglicana.
Além disso, as paredes celulares das bactérias gram-positivas contém acidos
teicoicos, que consistem primariamente de um alcool (como glicerol ou ribitol) e
fosfato (Davis & Dulbecco, 1979). Devido & carga negativa dos grupos fosfato, os
acidos teicdicos podem ligar e regular o movimento de cations para dentro e fora da
célula; podem também assumir um papel no crescimento da célula, impedindo a
ruptura extensa da parede e possivel lise celular e finalmente, fornecem boa parte da
especificidade antigénica da parede.
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As paredes celulares das bactérias gram-negativas (figura 7c) consistem de
uma ou algumas camadas de peptideoglicana e uma membrana externa. A camada
peptideoglicana € fina e portanto mais susceptivel ao rompimento mecanico. As
paredes celulares dessas bactérias nao apresentam acidos teicdicos. A membrana
externa consiste de lipoproteinas, lipopolissacarideos (LPS) e fosfolipideos.

74



Cadeia iateral de tetrapidec

=z

-acatiglicosamina (NAG)
5 Acido N-acetimurmico (NAM) Ponte cruzada peptidica
% Cadeia laterat de aminodcido

2 Ponte cruzada com aminoacido

Ligagdo peptidica
‘Esquelefo”
{a) Estrutura da paplidecglicana em bactérias gram-positivas de carboidrato
Acido lipotecdico
Acide tecdico Peptideoglicana
de parede .

Parede celular

Membrana
plasmaética

Proteina

ik} Pareds ceiular gram-positiva

Proteina poring

Pgolissacarideo O Fosfolipidec

Lipepolissacaridec
pepo Lipideo A {ipoproteina

Enzimas

Membrana externa
Pareds celular e c;ut:éas ,
. substancias
Peptideoglicana ativas

Membrana
Plasmdtica

Espaco peripldsmico
iz} Parede celular gram-negativa

Figura 7- Parede celular de bactérias gram-positivas e gram-negativas.
(Adaptada de Tortora et al., 2000)

75



A membrana externa apresenta varias fungbes especializadas: sua forte carga
negativa & um fator importante para a evasdo da fagocitose e da acéo do
complemento (dois componentes do sistema de defesa do hospedeiro); fornece boa
barreira para certos antibiéticos (penicilina), enzimas digestivas (lisozima),
detergentes, metfais pesados e certos corantes. Entretanto, & permeavel aos
nutrientes que mantém o metabolismo celular. Parte da permeabilidade da
membrana externa é devida a proteinas na membrana denominadas porinas, que
formam canais, e permitem a passagem de moléculas como nucleotideos,
dissacarideos, peptideos e aminoacidos. Contudo, efas também podem tornar as
bactérias vulnerdveis ao ataque, fornecendo locais de fixacdo de virus e substancias
nocivas (Tortora et al., 2000).

O componente LPS da membrana externa fornece duas caracteristicas
importantes das bactérias gram-negativas. Primeiro, a porcdo polissacaridica é
composta de aglicares, denominados polissacarideos O, que atuam como antigenos
e sdo usados para diferenciar as espécies de bactérias gram-negativas. Segundo, a
porgédo lipidica do polissacarideo, denominada lipideo A, € uma endotoxina, toxica
quando presente na corrente sangliinea do hospedeiro ou no trato gastrointestinal,
causando febre e choque (Tortora et al., 2000).

A viruléncia de bactérias fitopatogénicas & frequUentemente correlacionada com
a produg&o de polissacarideos extracelulares (EPS). EPSs de varios patégenos s&o
causadores de sintomas tfais como encharcamento e murcha. EPSs e
polissacarideos associados com as células bacterianas também promovem
colonizagdo e facilitam a sobrevivéncia de bactérias dentro dos tecidos do
hospedeirc. A funcéo de polissacarideos "gomosos” em doencgas de plantas parece
ser particularmente importante nas murchas causadas por patdégenos que invadem o
sistema vascular, Nas murchas vasculares, moléculas grandes de polissacarideos
liberadas pelo patégeno no xilema podem ser suficientes para causar um bloqueio
mecénico dos vasos € induzir o sintoma (Denny, 1995).
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1.4.1- Intera¢Ges de lectinas com estruturas especificas de bactérias

O conhecimento prévio do carboidrato que causa inibicdo da atividade
hemaglutinante possibilita sugerir quais estruturas presentes nos microorganismos
que poderac agir como receptores para lectinas (Lotan et al., 1975).

1.4.1.1- Mananas

Trés tipos de polissacarideos sao encontrados na parede celular de
Saccharomyces cerevisiae: glucana, manana € quitina {(em menor quantidade).
Dentre esses, apenas manana (homopolimero de D-manose) é capaz de ligar-se a
ConA (Tkaczetal, 1871).

1.4.1.2- Quitina

Este polimero é encontrado na maioria dos fungos, micélios bacterianos,
algumas algas, em cuticulas de arirépodes, anelideos e moluscos (BeMiller, 1865).
Estudos utilizando lectinas como ferramentas localizaram quitina na parede celular
de bactérias (Horisberger & Vonlanthen, 1977). A lectina mais utilizada para a
deteccao de quitina &€ a WGA, outras lectinas como a PNA (Pisum sativum) e a SBA
(aglutinina de soja) também inieragem com este polimero. Existem evidéncias que
ConA pode interagir com quitina, embora a especificidade desta lectina para
acucares nao sugira esta possibilidade (Barkai-Golan et al., 1978)

1.8.1.3- Outros polissacarideos

Galactomanana, polimero de D-Gal e manana, presentes em
Schizosaccharomyces sp. podem ser detectados por lectina extraida de B.
simplifioria (BSI) (Horisberger & Rosset, 1977). Glicogénio, um homopolissacarideo
de cadeia ramificada, constituido exclusivamente de «-D-Glc unidas por ligacdes a-
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(1—>4) sendo que a cada oito a dez residuos glicosil ocorre uma ramificac@o
contendo uma ligacio a-(1-—>8), presente, entre outras, em S. cerevisiae (Manners &
Wright, 1962) pode mediar a reacéo de precipitacdo induzida por Con A.

1.4.1.4- Acidos teic6ides

Estes acidos, componentes comuns de paredes bacterianas, citoplasma e
ocasionalmente de capsulas de bactérias gram-positivas, podem interagir com
lectinas devido & presenga de residuos de D-Glc ou GIcNAc encontrados em
algumas formas desse polimero. Tanto Con A quanto WGA podem interagir com
algumas formas desse acido (Lotan et al., 1975).

1.4.1.5- Lipopolissacarideos

Nao ha dividas sobre a enorme variagdo na porcio polissacaridica das
estruturas celulares, entretanto, diferentes lectinas podem interagir com uma ou mais
formas de LPS. Dentre elas pode-se citar Con A, SBA e PHA (Warren & Kowalski,
1977).

1.4.2- Acdo de lectinas contra bactérias

O reconhecimento de carboidratos expostos na superficie de microbios por
lectinas de plantas possibilita utiliza-las como ferramentas para identificagdo de
bactérias patogénicas, através de reacgSes de aglutinacéo (Slifkin & Doyfe, 1990).
Outros estudos relatam a inibicdo da motilidade e da multiplicagdo de algumas
bactérias patogénicas para plantas causadas por lectinas (Broekaert & Peumans,
1986).

Lectinas de plantas podem reagir especificamente com estreptococos do
grupo C, tais como as de Dofichos biflorus (Kahane & Tully, 1976) e de soja (SBA)
(Olson & Liener, 1967). Provavelmente estas lectinas exercem efeito sobre esta
bactéria, por ligar-se a residuos de N-acetil-D-galactosamina encontrados nas suas
estruturas externas.
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Aglutininas de plantas medicinais da Africa do Sul foram examinadas com
relagdo a interac@o com duas bactérias gram-positivas, Staphylococcus aureus e
Bacillus subtilis. As aglutininas de Hypoxis hemerocallidea e Combretum mkhuzense
agregaram S. aureus na concentragao de 4-5 ug/ml, enquanto gue as aglutininas C.
mkhuzense, Kniphofia spp. e Tulbaghia violacea aglutinaram B. subtilis na
concentracao de 33,7 ug/mi (Gaidamashvili & van Staden, 2002).

Hynes et al (1999) utilizaram lectinas vegetais, de Anguifla anguila (AAA),
Eritrina cristagali (ECA), Lotus tetragonolobus (Lotus A), Ulex europaeus! (UEA) e
Triticum vulgaris (WGA) para tipar 36 linhagens isoladas de Helicobacter pylori
Através de andlises de eletroforese e imunobloting observou-se que as lectinas
interagiram basicamente com a porgao polissacaridica do LPS de H. pylori.

Duas linhagens de Corynebacterium diphtheriae foram analisadas por ensaios
envolvendo lectinas fluorescentes (Mattos-Guaraldi et al., 1989). Das vinte e duas
lectinas testadas, apenas sete, que exibiam afinidade para N-acetilglicosamina, N-
acetilgalactosamina, galactose, manose e &cido sialico foram capazes de ligar-se a
C. diphtheriae, enquanto que a maior reatividade foi observada para WGA e B.
simplicifolia If (BS-ll), que reconhecem residuos de acido sidlico efou B-D-GlcNAC e
B-D-GlcNAc, respectivamente, presentes na linhagem de C. diphtheriae
fermentadora de sacarose. A ligagdo de WGA decresce significativamente quando &
feito um ftratamento com neuraminidase, sugerindo a presenca de um residuo de
acido sialico na supercicie celular dessa bactéria. Utilizando WGA marcada foi
possivel indentificar os diferentes carboidratos presentes na superficie de celular das
linhagens de C. diphtheriae fermentadora e n&o fermentadora de sacarose (Mattos-
Guaraldi et al., 1999).
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2- OBJETIVOS

Avaliar a atividade biolégica da lectina de T. escufenta em relagdo a:

insetos (C. maculatus e Z. subfasciatus);

fungos  fitopatogénicas  (Fusarium oxysporum e  Colletotrichum
lindemuthianum

levedura (Saccharomyces cerevisae)

bactérias fitopatogénicas (Curtobacterium flaccumfaciens pv.
flaccurnfaciens, Pseudomonas cichorii, Xanthomonas campestris pv
campestris, Xanthomonas melonis, Erwinia chrysanthemi, Acidovarax
avenae subsp. citruli)
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3- MATERIAIS
3.1- Fungos
Os fungos fitopatogénicos Fusarium oxysporum e  Colletotrichum
findemuthianum foram cedidos peio CNPF/EMBRAPA. A levedura Saccharomyces
cerevisae foi obtida no Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.
Colletotrichum lindemuthianum é responsavel pela antracnose do fejoeiro.
Esta doenga provoca manchas necroticas, queima e queda de flores, podridéo e
queda de frutos, cancro e secamento de ramos e tombamenio de plantas jovens.
Fusarium oxysporum ataca as folhas de cana-de-aclcar, café e feijgao além
de causar murchamento da bananeira.

3.2- Bactérias

As bacterias Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, Pseudomonas
cichorifi, Xanthomonas campestris pv campestris, Xanthomonas melonis, Erwinia
chrysanthemi, Acidovarax avenae subsp. citruli foram cedidas pelo Instituto Bioldgico
de Campinas e todas fazem parte da Cole¢ado de Culturas IBSBF registrada na World
Federation for Culture Collections (WFCC) sob o nimero 110.

Curtobacterium flaccumfaciens pv. flaccumfaciens (Gram +) é causadora da
murcha no fejoeiro. Nas murchas vasculares, moléculas grandes de polissacarideos
liberadas pelo patégeno no xilema podem ser suficientes para causar um blogueio
mecanico dos vasos e induzir ¢ sintoma de murcha.

Xanthomonas campestris pv campestris (Gram -) é causadora da podridac
negra em agrido, brécolis e couve-fior.

Xanthomonas melonis (Gram -) provoca o apodrecimento no fruto do melao

Erwinia chrysanthemni (Gram -) € causadora da infeccdo dos tubérculos e
hastes da batateira conhecida como canela preta.

Acidovarax avenae subsp. cifruli (Gram -) é responsavel pela mancha-
bacteriana no fruto da melancia e meléo.

Pseudomonas cichorii (Gram -) € causadora da mancha-bacteriana em alface.
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3.3- Insetos

Os insetos foram cedidos pelo Laboratério de Purificagdo Proteinas e suas
Fungbes Biologicas (LPPFB)/ UFMS

Zabrotes subfasciatus: inseto cosmopolita geralmente restrito a feijdes secos
(Phaseolus vuigaris e Vigna unguiculata),

Callosobruchus maculatus: inseto mais restrito, ataca vérias espécies de
feijbes do género Vigna.

4- METODOS
4.1- Estudo da atividade fungicida
4.1.1- Manutencdo dos microrganismos

Cepas de F. oxysporum e C. lindemuthianum foram inicialmente postas para
crescer em placas de Petri contendo meio agar Sabouraud, durante 10 dias &
temperatura ambiente. Ap6s este perfodo, inéculos desse material (em forma de
disco) foram transferidos para solucéo salina 0,15 M e estocados a 4 ° C por até seis
meses.

Células de S. cerevisiae crescidas em placas de Petri contendo meio agar
Sabouraud por trés dias, foram transferidas para agar Sabouraud inclinado e
armazenadas a 4 °C por até trés meses.

4.1.2- Extracédo de esporos dos fungos filamentosos

Indculos dos fungos foram colocados para crescer no centro de placas de Petri
contendo agar Sabouraud e deixados a temperatura ambiente por 10 dias. Apods
esse periodo, 10 ml de salina estéril 0,15 M foram vertidos sobre o crescimento
micelial e a liberagdo de esporos feita com o auxilio de uma alga de Drigaiski. Os
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esporos extraidos foram recuperados € quantificados em camara de Neubauer com o
useo de microscopio.

4.1.3- Preparo das células de levedura

Indculos das células de S. cerevisiae foram retirados dos tubos contendo agar
Sabouraud inclinado e transferidos para placas de Petri contendo agar Sabouraud.
As celulas foram deixadas crescer por um periodo de trés dias & temperatura
ambiente. Apds crescimento, um novo inéculo foi retirado das placas e transferido
para solu¢ao salina 0,15 M para quantificacao das células em camara de Neubauer.

4.1.4- Ensaio da atividade quitindsica

A atividade da quitinase foi determinada pelo método de Hackman & Goldberg
(1964) que utiliza quitina azure como substrato. Uma aliquota de 5 mg de quitina
azure foi incubada com uma solucdo protéica onde se investigava a presenca da
enzima quitinase, num volume final de 3 ml em tampéao acetato de sodio 0,08 M pH
4,5 Depois da incubacdo & 37°C por 48 horas, sob agitagdo constante, o
sobrenadante foi recolhido por centrifugacdo (5000 x g, 5 min) e a absorbancia lida a
575 nm. Uma unidade de atividade foi definida como a concentracdo de quitinase
que produziu uma absorbancia diferente de 0,001.

4.1.5- Ensaio de inibicdo do crescimento dos fungos

Esporos de C. lindemuthianum e F. oxysporum (4 x 10% e células de S.
cerevisiae foram incubados em 200 ul de caldo Sabouraud contendo 280 ug/mi de
proteinas (lectinas). O ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96
pocos), & temperatura ambiente por um periodo de 60 horas. A determinacdo da
densidade otica (reflexo do crescimento micelial e celular) foi feita de 6 em 6 horas
em um “leitor de ELISA 7, a 620 nm. Todo o procedimento de preparo do ensaio foi
feito em condigbes estéreis em capela de fluxo laminar. Os experimentos
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aconteceram em friplicata e os desvios néo ultrapassaram 20% (foram omitidos do
grafico para melhor visualizacio dos resultados).

4.1.6- Microscopia 6ptica

Apos 60 h de crescimento, fungos filamentosos e leveduras foram retirados
das placas de culturas de células e, com a ajuda de uma pipeta colocados sobre a
lamina de vidro, cobertos com Iaminufa e utilizados para observacdes em
microscopio optico.

4.2- Estudo da atividade lectinica sobre o crescimento de bactérias

O estudo da agdo da lectina de T, esculenta sobre o crescimento de bactérias
foi baseado no método desenvolvido por Yamaoka-Yano & Mazzafera, 1998. As
bactérias foram colocadas para crescer em meio liquido Luria Broth (LB) por 12h a
28°C. A seguir, aliquotas de 20 ul de cada suspensgo bacteriana foram inoculadas
em tubos estéreis rosqueaveis contendo 3 ml de meio liguido LB e 100 pg/mi da
lectina de T. esculenta. Outros tubos contendo a mesma mistura com excessio da
lectina representaram o controle do crescimento bacteriano. Os tubos foram
colocados inclinados num agitador orbital a 120 rpm, 28°C e ap6s diferentes periodos
de incubacdo (de 2 a 48 h) foram levados a um colorimetro e o crescimento
bacteriano foi estimado pela leitura das absorbancias a 600 nm. Foram realizadas
trés replicatas para cada concentracio de lectina bem como para 0s controles.
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4.3- Estudo da atividade inseticida

4.3.1- Criagédo de insetos

Os bruguideos das espécies C. maculatus (Figura 1) e Z. subfasciatus (Figura 4
e 5) foram mantidos sobre sementes de V. unguiculata e P. vulgaris respectivamente,
em frascos de vidro transparente, de boca larga, fechados com fampas metalicas
perfuradas. As colbnias foram mantidas em B.O.D (cdmaras de criacdo) a
temperatura de 28-30 °C e umidade relativa em torno de 65-70%. A cada geracdo
fez-se a infestac@o de novas sementes com fémeas de 2 dias de idade, por um
periodo de postura de 1 dia (24 horas). Apds um periodo de aproximadamente 28
dias, uma nova geragao de insetos foi obtida.

4.3.2- Efeito da lectina sobre o desenvolvimento larval de C. maculatus e sobre
Z. subfasciatus

Sementes artificiais (400 mg) foram preparadas pela mistura da farinha de feijao
(V. unguiculata) da variedade EPACE-10 (cultivar susceptivel) com a lectina que foi
investigada. A lectina foi homogenizada com a farinha de EPACE-10 num gral,
transferidos para um molde de latéo e prensados com auxilio de uma prensa manual.
A pressao exercida permitiu consisténcia e dureza que possibilitou a postura e
desenvolvimento das larvas (Macedo et al., 1995).

As sementes artificiais, na auséncia e na presenca de lectina nas
concentragbes de 0, 0,25 0,5 1 e 2%, foram oferecidas as fémeas de Z
subfasciatus e C. maculatus com 2 dias de emergéncia para ovoposicdo. Apds 24
horas de infestac&o, os ovos que excediam a trés foram retirados. Passados 20 dias,
as sementes artificiais foram abertas e analisadas quanto ao nimero de larvas e ao
peso médio. Foram realizadas 25 repeticdes de cada experimento.

4.3.3- Dissecacgao das larvas de C. maculatus e Z. subfasciatus

Os intestinos médio de larvas de C. maculatus e Z subfasciatus foram
preparados de acordo com Macedo et al. (2000). As larvas de 16-18 dias,
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merguthadas em solugdo de NaCl 0,15 M, foram dissecadas a frio com auxilio de
pincas e sob lupa estereoscopica. Exposto o trato intestinal, os intestinos médios
foram isolados, seccionando-se a regido de passagem do esdfago para o ventriculo
€ aregiao de insergéo dos tubos de Malpighi.

4.3.4- Preparo de homogenatos de intestinos médios de larvas de C. maculatus
e Z. subfasciatus

Os intestinos médios (I.M.) dos bruguideos foram homogeneizados em Potter
contendo tampao Tris/HC! 0,05M, pH 8,0, durante 10 minutos, em banho de gelo,
obtendo-se um extrato dos mesmos (200 LM./mi). Este extrato foi transferido para
um tubo de Eppendorf e a suspensao foi centrifugada a 5.000 x g durante 30 minutos
a 6°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante utilizado imediatamente.

4.3.5- Estudo da digestibilidade in vitro das enzimas proteoliticas de C.
maculatus e Z. subfasciatus sobre TEL

Homogenatos de intestino larval foram preparados como descrito por Macedo
et. al. (2000). Foram dissecados intestinos de 200 iarvas de 4° instar, de cada
espécie e a seguir extraidos em 1 ml de tampdo acetato 0,1 M, pH 5,6, contendo
cisteina 0,001 M e EDTA 0,003 M. TEL foi incubada com os intestinos (2 mg/ml) em
tampao acetato 0,001 M, pH 5,6, contendo cisteina 0,001 M e EDTA 0,003 M
durante 3, 6, 12, 24, 48 e 72 h a 37° C. A digestéo foi paralisada em agua fervente
por 2 min. Os resultados foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida
(12,5%) na presenca de SDS.

4.3.6- Estudo da digestibilidade in vitro das enzimas pepsina e papaina sobre
TEL

TEL foi digerida pela mistura das enzimas pepsina e papaina (1:1) conforme Macedo
et al. (2002). A relacéo enzima /substrato sera 1:20 por 10 min, 30 min, 1,2,4,8¢e 16
horas & temperatura de 37 °C em tampao fosfato 0,001 M, pH 6,0, contendo cisteina
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0,001 M e EDTA 0,003 M. A digestao foi paralisada em agua fervente por 2 min. Os
resuitados foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida (12,5%) na
presenca de SDS.

4.3.7- Efeito dos carboidratos sobre a agao inseticida da lectina

Para estudar a influéncia dos carboidratos sobre a atividade inseticida da
lectina de 7. esculenta, amostras de TEL foram dissolvidas em solugbes de D-glicose
ou D-manose ou em solugdo contendo os dois aglicares, incubada por 1 ha 37 °C e
em seguida dialisadas e liofilisadas. O material obtido foi usado para os testes
biologicos. Os carboidratos foram utilizados na concentragcéo 10 vezes maior que o
empregado para a inibicdo da atividade hemaglutinante da lectina. Foram feitas
sementes artificiais tendo como controle o feijao Epace-10 na auséncia da lectina,
sementes com lectina a 1% e lectina incubada com 0s carboidratos citados. As
sementes artificiais foram oferecidas para C. maculatus conforme descrito no ftem
432

4.3.8 - Anélise estatistica

A partir dos dados experimentais foram calculadas as medias e 0 erro padrdo
em cada grupo. A diferenca estatistica enfre os grupos foi determinada através de
analise de variancia (ANOVA) e teste de Duncan para multiplas comparacbes. O
p<0,05 foi fixado para indicar significancia estatistica.
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5- RESULTADOS

5.1- Atividade quitinasica
Nao foi observada atividade quitinasica na solucdo de lectina até a

concentragéo de 1mg/mil.

5.2- Efeito da lectina sobre o crescimento de fungos
A acdo de TEL sobre o crescimento dos fungos F. oxysporum, C.
lindemuthianum e S. cerevisiae (figura 8) mostra que houve cerca de 44% de inibico

guando incubados na presenca da lectina.

A 8§60 nm

0 7 14 21 28 35 42 49 5 63 70
Tempo (h)

Figura 8- Efeito de TEL sobre o crescimento de fungos. Crescimento dos fungos
F. oxysporum (m ), S. cerevisiae (A) e C. lindemuthianum (e) na presenca de TEL (280

ug/mi) e (4, A, 0) na auséncia da lectina.
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5.3. Microscopia épticz mostrando o efeito de TEL sobre o crescimento de
fungos
Fotos de microscopia 6ptica dos fungos F. oxysporum e C. lindemuthianum
depois de 80 h de crescimento, mostram o desenvolvimento normal de hifas nos
controles (figuras A e B) e uma inibigdo de F. oxysporum (figuras 9C e E) e de C.
lindemuthianum (figuras 8D e F)

Figura 2- Microscopia optica de F. oxysporum (A,C,E) e C. lindemuthianum
{B,D,F) depois de 92 horas de crescimento dos fungos em presenca do meio de
controle (A,B) e em presenca de TEL (C-F). Amplitude =15,6 um.

89



5.4- Estudo da atividade lectinica sobre o ¢rescimento de bactérias

Os estudos mostraram que TEL n&o exibiu efeito sobre as bactérias E.
chrysanthemi, A. avenae subsp. cifruli, entretanto inibiu o crescimento de P. cichorii
em 86 % depois de 3 horas (figura 10); C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens em 42
% depois de 18 h (figura 11); X. campesiris pv campestris em 16 % depois de 32 h
(figura 12) e X melonis em 60 % depois de 12 horas de incubacao (figura 13).
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I
e P cichorii+ TEL (y=0,00038"%%)
0124 4 Controle (y = 0,0003¢"®*) -
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Figura 10 - Efeito de TEL sobre o crescimento bactéria P. cichorii.
(4) controle; () bactéria + TEL (100 ng), ( * ) denota diferenca significativa entre o
controle e o tratamento com a lectina (ANOVA, n=3, p < 0,05).

el



015 | I i i i 1 i H i
® C. flaccumgaciens + TEL (y = 0,0025¢°%*> )
0.4 - .

A Controle (y= 0,0024¢"™ /
7

0,3 / -

0,2 -

A 620 nm

0 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20

Figura 11- Efeito de TEL sobre o crescimento bactéria C. flaccumfaciens pv.
flaccumfaciens. (A) controle; (e) bactéria + TEL (100 ug), ( * ) denota diferenca
significativa entre o controle e o tratamento com a lectina (ANOVA, n=3, p < 0,05).
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Figura 12- Efeito de TEL sobre o crescimento bactéria X. campestris pv.
campestris (A) controle; (e)bactéria + TEL (100 ug), ( * ) denota diferenca
significativa entre o controle e o tratamento com a lectina (ANOVA, n=3, p < 0,05).
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Figura 13- Efeito de TEL sobre o crescimento bactéria X. melonis. (A) controle;
(e)bacteéria + TEL (100 pg), ( * ) denota diferenca significativa entre o controle e o
tratamento com a lectina (ANOVA, n=3, p < 0,05).
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5.5- Efeito da lectina sobre o desenvolvimento larval de C. maculatus e Z,
subfasciatus

O danos causados por TEL no desenvolvimento e mortalidade de larvas de 4°
instar de C. maculatus s&o apresentados nas figuras 14A, 14B e 16A. A mortalidade
€ 0 peso das larvas conirole alimentadas na auséncia da lectina (representada pela
intercess@o com o eixo Y) foi ca 9,7% e 2,7 mg, respectivamente, enquanto que as
sementes artificiais contendo 1,0% de TEL produziu cerca de 50% de mortalidade
(LDso) € um decréscimo de 50% no peso (EDsg). Analises de regressdo mostraram
que para cada aumento de 0.1% na dose de TEL ocorre um aumento de 3,95 % na
mortalidade com um R? igual a 0,98 enquanto que este mesmo aumento na
concentraco de TEL acarretou um decréscimo de 0,1 mg no peso (R°=0,92).

Os efeitos causados por TEL no desenvolvimento e mortalidade de larvas de
4° instar de Z. subfasciatus s&o apresentados nas figuras 15A, 15B e 16B. A
mortalidade e 0 peso das larvas controle foi ca 12,3% e 3,8 mg, respectivarmente,
enquanto que as sementes artificiais contendo 0,94% de TEL produziram cerca de
50% de mortalidade (LDsg) € um decréscimo de 50% no peso (EDsp), na
concentracao de 1,1%. Analises de regressdo mostraram que para cada aumento de
0,1% na dose de TEL havia um aumento de 4,14 % na mortalidade com um R2 igual
a 0,99. Para cada aumento de 0,1% na concentracdo de TEL houve descréscimo de
0,16 mg no peso (R*= 0.98).

TEL produziu ca 90% de mortalidade quando incorporada a 2%, com uma
LDso de ca. 1% para as duas espécies. As figuras 14B e 16B apresentam o peso dos
insetos sobreviventes contra diferentes concentragées de TEL na mesma dieta. TEL
apresentou um forte efeito sobre o peso das larvas de C. maculatus and 7.
subfasciatus, sendo que para este Glimo este efeito foi mais evidente na
concentracao de 1,0%.
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Figura 14 - Efeito de TEL

i
0,0 0.5 1,0 1.5 2,0

TEL(%, p/p)

sobre larvas de 20 dias de C. maculatus alimentadas

com dieta artificial. (A) mortalidade (B) peso médio. Cada ponto representa um n
=75. As barras indicam a média dos erros.
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Figura 15 - Efeito de TEL sobre larvas de 20 dias de Z subfasciatus
alimentadas com dieta artificial. (A) mortalidade (B) peso médio. Cada ponto
representa um n> 75. As barras indicam a média dos erros,
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Figura 16A - Larvas de 4% instar de C. macufatus alimentadas com TEL em
diferentes concentragdes (s—s representa 1 mmj.

Figura 16B - Larvas de 4° instar de Z. subfascistus alimentadas com TEL em
diferentes concentragdes { «—prepresenta 1 mm).
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5.6- Estudo da digestibilidade in vitro de TEL pelas enzimas proteoliticas de
C. maculatus e Z. subfasciatus sobrs TEL

Os resultados do ensaio de digestibilidade de TEL (figuras 17 e 18) por
proteinases intestinais de larvas de 4° instar de C. maculatus e Z. subfasciatus,
respectivamente, foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS. Observou-se que nao houve digestdo de TEL até 48 horas para
ambos os insetos. A partir de 72 a subunidade de 40 kDa comecgou a sofrer uma
pequena hidrdlise por parte das enzimas digestivas dos bruquideos.

kDa

Q4 e
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43 smmee

201
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M TEL GUT 5h 6h 12h 24h 48h 72h

Tempo de digestiao

Figura 17- Eletroforese em PAGE-SDS de TEL incubada com enzimas do
homogenato intestinal de larvas de C. macuiatus, em diferentes intervalos de
tempo. (M) padréo de peso molecular; (GUT) homogenato intestinal de larvas de C.

maculatus.
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Figura 18- Eletroforese em PAGE-SDS de TEL incubada com as enzimas do
homogenato intestinal de larvas de Z. subfasciatus, em diferentes intervalos de
tempo. (M) padrao de peso molecular; (GUT) homogenato intestinal de larvas de Z.
subfasciatus.

5.7- Estudo da digestibilidade in vitro de TEL pelas enzimas pepsina e
papaina

A fim de estudar o possivel efeito inseticida de TEL sobre os bruguideos C.
maculatus e Z. subfasciatus simulou-se a digestdo in vitro de duas classes de
enzimas que fazem parte do trato digestivo destes dois bruquideos sobre TEL.

Os resultados do ensaio de digestibilidade de TEL (figura 19) por pepsina &
papaina foram analisados por eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de
SDS. Observou-se gue a banda de aproximadamenie 20 kDa sofre a agao
proteolitica dessas enzimas a partir dos 10 minufos primeiros minutos de incubacao
enquanto que a banda de aproximadaments 40 kDa & mais resistente, sendo
digerida apés 8 horas de contato com as enzimas.
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Figura 19: Eletroforese em PAGE-SDS de TEL incubada com as enzimas
pepsina e papaina em diferentes intervalos de tempo. (E) mistura das enzimas
pepsina e papaina; (M) padrio de peso molecular; os nimeros na horizontal
referem-se aos tempos de digestdo.

5.8- Efeito dos carboidratos sobre a ag3o inssticida de TEL

Os agucares manose, glicose e glicose + manose, na concentragéo final de
1%, nao apresentaram acdc inseticida para C. maculatus (figura 20). A lectina,
previamente incubada com manose e glicose, carboidratos que inibem a sua
atividade hemaglutinante, (0,38 mM e 3,5 mM respectivamente) foi oferecida para o
inseto. Observou-se que a atividade inseticida de TEL (figura 21A) foi inibida cerca
de 100% na presenca de manose, jd que a mortalidade foi praticamente nula. A
glicose ndo conseguiu inibir totalmente a atividade inseticida ja que houve um
decrascimo aproximado de 25% na sobrevivéncia. Ja os dois aglicares em conjunto
reverteram totaimente a atividade inseticida. Com relacéo ao efeito de TEL sobre o
peso de C. maculatus observou-se que manocse consegue praticamente anular o
efeito da lectina, glicose reverte 62,5% do efeito e glicose junto com manose inibem
totaimenta a ac&o inseticida.
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6- DISCUSSAO

Proteinas que se ligam a quitina, um polimero de N-acetilgalactosamina,
apresentam um efeito inibitério sobre o crescimento de patdgenos e pragas que
possuem este polissacarideo em sua estrutura, como é o caso de fungos e insetos
(Chrispeels & Raikhel, 1991). Como UDA (Van Parijs et al.,1992), WGA (Ciopraga et
al,, 1989) e GAFP-1 (lectina isolada de Gastrodia elata) (Xu et al., 1998), TEL liga-se
a quitina e causa inibicdo no crescimento dos fungos F. oxysporum, C.
lindemuthianum e S. cerevisiae (figuras 8 e 9) numa concentragéo de 280 pg/mi’,
dado similar obtido com a lectina GAFP-1 que mostrou forte atividade inibitéria in
vitro contra Valsa ambiens, Rhizoctonia solani, Gibberella zeae, Ganoderma lucidum
and Botrytis cinerea, numa concentragao de 360 ug/mi™ (Xu et al., 1998).

| Broekaert et al., (1989) sugeriram que o mecanismo de agéo fungicida da UDA
deve-se a perturbagéo na sintese de quitina, por ligar-se diretamente ou por fazer um
“crosslinking” entre as cadeias. O pequeno tamanho da cadeia confere a UDA (8,5
kDa) maior capacidade de inibicdo do crescimento de hifas quando comparada a
outras lectinas fungicidas de maior massa molecular come WGA (36 kDa) e a lectina
de tomate (100 kDa). A UDA, por seu tamanho peculiar, pode ter um efeito direto nos
sitios ativos de morfogénese da parede celular.

Ciopraga et al., (1999) estudaram os efeitos da WGA através de microscopia
otica sobre algumas espécies de Fusarium e observaram que a ligacio de WGA com
a parede dos fungos afeta o compartimento interno e o crescimento dos tubos do
germe, o que pode ser observado pela alteragdo drastica na morfologia dos fungos
como lise das hifas, intumescimento e formacéo de vacutolos com o contetdo celular.

A inibicao do crescimento de fungos causada por TEL pode estar associada a
sua interacdo com quitina, manana e oufros aglicares presentes nas paredes
celulares de fungos, entretanto é necessaria a busca de evidéncias claras dessas
interagdes com o objetivo de revelar o mecanismo de acéo dessa proteina.

A parede das bactérias ndo somente previnem qualquer interacdo entre
glicoconjugados de suas membranas e proteinas que se ligam a carboidratos, mas
também evita que estas proteinas penetrem no citoplasma. Desta maneira, lectinas
de plantas ndo podem alterar a estrutura e/ou permeabilidade da membrana, ou

103



alterar o processo intracelular normal de invasio desses microbios. Entretanto, se
algumas lectinas podem estar envolvidas no mecanismo de defesa de plantas confra
bactérias, deve ser através de um mecanismo indireto, que se baseia na interacdo
com carboidratos da parede celular ou glicanos extracelulares (Peumans & Van
Damme, 1995 b). Isto tem sido sugerido, por exemplo, para a lectina de batata que
imobilizou, in vitro, cepas avirulentas de Pseudomonas solanacearum (Sequeira &
Graham, 1977). Uma lectina N-acetilglicosamina especifica de Cyphomandra
betaceaea mostrou inibir o crescimento de algumas bactérias fitopatogénicas (Nieva-
Moreno et al., 1997). A aglutinagdo e/ou precipitacdo de bactérias por lectinas,
influéncia na motilidade e multiplicacio destes microorganismos ((Broekaert &
Peumans, 1986, Gaidamashvili & Van Staden, 2002). Recentemente foram
descobertas duas lectinas acido N-glicolilneuramico especificas, de folhas de amora,
capazes de aglutinar a bactéria patogénica P. syringae pv mori (Ratanapo et al.,
2001). Outras lectinas vegetais tém efeito sobre esta bactéria, como a lectina de G,
simplicifolia (GS 1), Con A, WGA, a lectina de amendoim (Arachis hypogaea) e a
lectina de lentitha (Lens culinaris).

Um atraso no crescimento bacteriano foi observado quando diferentes
suspensOes bacterianas foram incubadas com TEL (100 ug/ml) (figuras 10 a 13).
Para P. cichori houve uma inibicdo do crescimento depois de 3 horas de incubacéo
com a lectina, na fase lag de crescimento bacteriano, indicando que a inibicdo
aconteceu nos primeiros estagios de multiplicacdo, diferentemente dos resultados
encontrados para C. flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, X, campestris pv. campestris
e X. melonis onde a inibicdo aconteceu depois de 18, 32, 12 horas de incubacao,
respectivamente.

O fato de lectinas vegetais serem exiraidas de partes da planta com
caracteristicas de reserva, sugere a possibilidade da contribuicao das lectinas no
mecanismo de defesa, inclusive contra microorganismos patogénicos. Entretanto, no
futuro, deverdo ser realizados outros experimentos com o objetivo de revelar por
qual(is) mecanismos de agdo, TEL esta causando inibigdo no crescimento dessas
bactérias.

Os gréos de legumes como o feijdo-de-corda (Vigna unguiculata (L.) Walp)
sao fontes importantes de proteinas dietéticas e carboidratos. A resisténcia em
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plantas produtoras de graos pode ser mediada por um grande numere de produtos
metabdlitos e podem ser classificados em primarios (inibidores de proteinases,
inibidores de amilase e lectinas) e secundarios (alcaldides, taninos e rotenoides). Foi
demonstrado que vicilina, proteina de defesa presente em leguminosas, foi capaz de
conferir protecdo contra C. macufatus em alguns cultivares de feijao de corda
(Macedo et al., 1995). Canatoxina, uma proteina toxica isolada de Canavalia
ensiformis, também se mostrou altamente tdxica para C. maculatus (Carlini et al.,
1997). Zeatoxina, uma glicoproteina isolada de sementes de Zea mays mostrou-se
téxica a C. maculatus quando incorporada a dieta na forma de sementes artificiais
{(Macedo et al., 2000). Arcelina apresentou propriedades inseticidas contra Z
subfaciatus, da mesma forma que a fitohemaglutinina (PHA) e um inibidor de alfa-
amilase (cAl), todos membros de uma mesma familia de lectina-like presentes em
feijdes (Paes et al., 2000).

Muitas evidéncias comprovam que lectinas podem proteger a planta contra
insetos e outros herbivoros (Machuka et al., 2000). As lectinas formam um grupo
grande de proteinas de heterogéneas que se ligam a caboidratos na superficie de
células epiteliais de insetos (Vilalobo & Gabius, 1998). Lectinas com especificidade
para residuos de manose parecem ser toxicas para muitos insetos, inclusive
homépteros, coledpteros e lepiddpteros (Foissac et al., 2000). Powell et al., (1993)
usaram dietas artificiais para testar uma série de lectinas contra Nilaparvata lugens,
importante peste de arroz da Asia. Contra este homdptero, a GNA (manose
especifica) causou 80% de mortalidade. Esta lectina também promoveu uma
significante reduc&o no crescimento de Myzus persicae (homéptero, vulgarmente
conhecido como pulgdo-verde, de ocorréncia freqiiente em solanaceas) e reduziu
significantemente a fecundidade das fémeas sobreviventes (Sauvion et al., 1996). A
lectina de G. nivalis também apresentou efeito inseticida contra larvas de Lacanobia
oleraceae, membro economicamente importante da familia dos lepiddpteros, também
conhecida como mosca do tomate (Gatehouse et al., 1899). Entretanto contra o
coledptero C. maculatus, a GNA exibiu um efeito moderadamente toxico quando
incorporada a 2% (p:p) (Peumans et al., 1995b).

TEL é um dimero contendo cadeias de aproximadamente 20 e 40 kDa, inibida
por manose e glicose e ligante em coluna de quitina. Os niveis de quitinase
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mostraram-se despreziveis em testes realizados com 1 mg/ml de proteina. O efeito
de TEL sobre o desenvolvimento de C. maculatus e Z. subfasciatus foi mensurado
através da determinag&o do nimero e peso de larvas de 4° instar em dietas artificiais
contendo diferentes concentracdes de proteina. O efeito dose-resposta de TEL no
crescimento e mortalidade das larvas dos insetos esta mostrado nas figuras 14,15 e
16. A concentracdo usada da lectina, 0,5 - 2.0% (w/w) ocorre naturalmente em
sementes de leguminosas sendo similar aquelas ufilizadas em outros trabalhos
(Murdock et al., 1990). TEL exibiu um efeito inseticida tanto para larvas de C.
maculfatus quanto para Z. subfasciatus, mais marcadamente a 1% de proteina. A
LDso para 1% & compativel com as concentracbes utilizadas de WGA e para a lectina
de arroz (0,1-1,0%) que causaram 51,7% e 58,5% de mortalidade, respectivamente,
sendo as duas lectinas ligantes de quitina e danosas para C. maculatus (Huesing et
al., 1991a). Outras lectinas de plantas, como a lectina de sementes de laranja, a de
amendoim e a de tubérculos de batata, também inibem o desenvolvimento de C.
maculatus quando incorporadas em sementes artificiais, com concentracbes de
proteina variando entre 0,1% e 1,0% (Murdock et al., 1990). A aglutinina de Urtiga
dioica, N-acetilglicosamina especifica, também é téxica para este bruquideo guando
incorporada a 1% em dietas artificiais (Huesing, 1991b).

Na incorporagéo de 1,0%, o peso das larvas de Z. subfasciatus decresceu cerca
de 50%. Enquanto outros trabalhos relatam o efeito de lectinas sobre o
desenvolvimento de C. maculatus, até agora apenas a arceiina, uma lectina-like, foi
apresentada uma inibidora do desenvolvimento larval de Z. subfasciatus (Cardona et
al., 1990; Osborn et al., 1988).

A atividade inseticida de TEL foi totalmente inibida na presenca de manose, seu
carboidrato mais especifico enquanto que a glicose inibiu 25% da sobrevivéncia e
33% do peso (figura 17), sugerindo que a ligacdo da lectina-carboidrato seja
importante para efeito téxico observado. Triguéros et al, (2000) recentemente
chegou a esta mesma concluséo, quando incubou a lectina de Lathyrus ochrus com
glicose, seu agtcar especifico, e observou um decréscimo na toxicidade contra
Drosophila melanogaster.

Os mecanismos pelos quais as lectinas exercem efeitos t6xicos sobre insetos
estéo pouco esclarecidos, mas se sabe que as primeiras moléculas que se ligam a
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‘receptores” no epitélio do instestino médio, sdo as responsaveis pelos efeitos
sistemicos subseqlientes (Powell et al., 1998). Outra possibilidade é que as lectinas
podem ligar-se a membrana peritréfica na regido do intestino médio dos insetos.
Essa membrana existe em quase todos os insetos fitofagos e & composta
principalmente de residuos de N-acetilglicosamina e proteinas (Richards & Richards.,
1997} e tem como fung&o formar uma barreira de protegéc para o epitélio do intestino
médio protegendo-o contra particulas abrasivas. As lectinas podem ligar-se a esta
membrana e impedir a movimentacdo de substancias entre o espaco endo e
exoperitrofico ou evitar a formacéo da propria membrana (Czapla, 1998). As fectinas
também podem interferir com as enzimas digestivas acarretando a inibicdo da
digestao dos alimentos e conseqliente absorgao (Zhu et al., 1996).

Dependendo de sua resisténcia a protedlise pelas enzimas intestinais dos
insetos e da sua especificidade por receptores de carboidratos, as lectinas podem
ligar-se a diferentes partes do intestino médio e causar varias mudancas na funcéo e
morfologia (Pusztai et al., 1990). Diante deste fato, foi estudada a susceptibilidade
de TEL a ac&o de papaina, pepsina e enzimas proteoliticas acidas de homogenatos
de intestinos medios de insetos. A digestdo de TEL por pepsina (proteinase
aspartica) e por papaina (proteinase cisteinica) em pH 6,0 foi estudada como modelo
de acdo para as proteinases intestinais asparticas e cisteinicas presentes em C.
maculatus and Z. subfasciatus alimentados em sementes artificiais feitas com V.
unguiculata (Lemos et al, 1991). A subunidade de TEL de 40 kDa foi hidrolisada
depois de 16 h de incubagio com a mistura de pepsina e papaina (1:1) enquanto que
a subunidade de 20 kDa foi hidrolisada a partir dos primeiros 16 minutos sob as
mesmas condicbes (figura 19). Os produtos da digestdo apresentaram massa
molecular relativa entre 4,2 kDa e 20 kDa. Quando incubada com enzimas de C.
macutatus e Z. subfasciatus nao houve digestdo das subunidades de TEL até 16
horas de incubacao (figuras 17 e 18), mostranto que as enzimas digestivas desses
insetos n&o séo efetivas para essa protefna.

TEL é a primeira lectina da familia Sapindaceae que apresenta efeito inibitorio
para o desenvolvimento de C. maculatus sendo também a primeira lectina vegetal a
apresentar inibicdo para Z subfasciatus. A acdo de TEL sobre larvas desses dois
insetos pode envolver: 1) ligacéo a glicoconjugados na superficie de células epiteliais
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ao longo do trato intestinal, 2) ligagio as enzimas glicosiladas provavelmente inibindo
sua agao, 3) ligagdo as estruturas quitinosas do intestino médio dos insetos (Firmino
et al, 1996), e 4) a forte resisténcia de TEL a digestio de proteinases cisteinas e
asparticas presentes em C. maculatus e Z. subfasciatus.

O rapido desenvolvimento de novas tecnologias na incorporacdo de genes em
uma variedade de cultivares, tem aumentado o interesse na identificacdo de genes
de plantas que conferem resisténcia a insetos, e na manipulagdo desses genes para
aumentar a capacidade de defesa de plantas contra insetos (Macedo et al., 2000).
Assim, o emprego de lectinas para obtencdo de plantas fransgénicas visando o
controle de pragas, seria uma alternativa para o uso de pesticidas guimicos (Jouanin
et al., 1998).

Os resultados apresentados neste trabalho sugerem que TEL possa ser alvo de
estudos mais aprofundados que envoivam sua cionagem e expressdo em culturas
que sejam atacadas por insetos sobre os quais a lectina de Talisia esculenta tenha
potencial inseticida. Assim, estariamos criando biotecnologia para nosso pais
produzindo vegetais transgénicos e substituindo o tratamento guimico, tdo nocivo e
ONheroso ao meio ambiente.
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7- CONCLUSOES

A lectina de 7. esculenta inibe in vitro o crescimento dos fungos F. oxysporum
e C. findemuthianum e da levedura S. cerevisae.

TEL inibe o crescimento in vifro das bactérias fitopatogénicas, C.
flaccumfaciens pv. flaccumfaciens, P. cichorii, X. campestris pv campestris, X.
melonis mas nao exibe nenhum efeito sobre E. chrysanthemi, A. avenae
subsp. citruli.

TEL incorporada em dieta artificial reduz a sobrevivéncia e peso larval de C.
maculatus e Z. subfasciatus.

A atividade inseticida da lectina & totalmente inibida na presenca de manose,
enquanto gue na presenca de glicose o efeito inibitério € mais moderado.

TEL é resistente a digestdo enzimatica pela agho das enzimas pepsina-
papaina e pelas enzimas presentes no intestino médio de C. maculatus e Z.
subfasciatus.
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1- INTRODUGAO

1.1- Aspectos gerais do processo inflamatério

A inflamacé@o é fundamentalmente uma resposta de protegdo, cujo objetivo &
livrar o organismo tanto da causa inicial da agressdo celular (ex., micrébios, toxinas)
gquanto das conseqléncias desta agressdo — as células e 0s tecidos necréticos
(Sedgwick & Wiloughby, 1985).

A inflamacao € divida em padrées agudo e crénico. A inflamacéo aguda tem
uma duragao relativamente curta, de minutos, algumas horas ou alguns dias, e suas
principais caracteristicas sdo a exsudacio de liquido e de proteinas plasmaticas
(edema) e a emigragao de leucdcitos, predominantemente de neutréfilos (Williams,
1985). A inflamag&o crénica, por outro lado, tem uma duracio maior e associa-se,
em termos histologicos, com a presenca de linfocitos e de macréfagos e com
proliferagdo de vasos sangiiineos e de tecido conjuntivo.

As respostas vascular e celular, tanto da inflamagdo aguda quanto da cronica,
sdo mediadas por fatores quimicos derivados do plasma ou de células e
desencadeadas pelo estimulo inflamatério. Os mediadores atuam isoladamente,
associadamente ou em seqliéncia, amplificam a resposta inflamatéria e influenciam
sua evolugdo. A inflamacéo fica concluida quando o estimulo agressor é removido e
os mediadores se dissipam ou séo inibidos (Sedgwick & Wiloughby, 1985).

A inflamagao aguda € a resposta imediata e inicial a um agente agressor. Uma
vez que dois componentes defensivos principais — 0s anticorpos e os leucécitos —
s&o normaimente transportados na corrente sangiinea, fica claro que os fendémenos
vasculares desempenham um papel destacado na inflamacao aguda. A inflamacgao
aguda compreende trés componentes principais: (1) alteracdes no calibre vascular,
que conduzem a um aumento do fluxo sangiiineo; (2) alteragbes estruturais na
microvascularizagdo, que permitem que as proteinas plasmaticas e os leucdcitos
deixem a circulagio; e (3) emigracdo de leucécitos da microcirculacdo e seu actimulo
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nos focos de agressao (Williams et al., 1985; Ricevut & Mazzone, 1987; Moncada et
al., 1991).

Uma das fungbes cruciais da inflamac@o é a de levar leucécitos & regido
agredida. Os leuctcitos ingerem 0s agentes agressores, destroem as bactérias e
outros micrébios e degradam o tecido necrético e os antigenos estranhos.
Infelizmente, os leucocitos também podem prolongar a inflamacio e induzir leso
tecidual mediante a liberacdo de enzimas, de mediadores quimicos e de radicais
livres do oxigénio (Dale & Foreman, 1989).

A seqiéncia de eventos na jornada dos leucdcitos da luz do vaso para a
tecido intersticial, denominada de extravasamento, pode ser dividida nas seguintes
etapas: (1) intraluminais: marginag&o, rolagem e adesdo; (2) transmigracdo através
do endotélio (também denominada de diapedese); e (3) migracdo nos tecidos
intersticiais na direcao do estimulo quimiotatico (Rossi & Hellewell, 1994).

No sangue que esta fluindo normaimente, os eritrocitos e os leucdcitos ficam
confinados a uma coluna axial centrai e deixam em contato com o endotélio uma
camada de plasma pobre em células. A medida que o fluxo torna-se lento no inicio
da inflamacdo (como decorréncia do aumento da permeabilidade vascular), os
leucdcitos saem da coluna central e assumem uma posicdo periférica, passando a
margear a superficie endotelial. Este processo inicial, denominado marginacao, é
causado em grande parte por alteragdes nas condi¢bes hemodinamicas geradas
pela baixa e lenta circulacdo sanglinea. Posteriormente, leucdcitos isolados e, em
seguida, fileiras de leucdcitos deslocam-se lentamente ao longo do endotélio e
aderem fransiforiamente (um processo denominado de rolagem) e, finalmente,
inferrompem seu trajeto em algum ponto onde possam aderir firmemente. Com o
tempo, o endotélio pode ser praticamente recoberto por leucécitos e adquire um
aspecto "pavimentado". Apbés a fase de adesdo firme, o leucdcito insere
pseudépodos nas jungdes entre as células endoteliais, se espreme através das
juncbes endoteliais e passa a se posicionar enfre as células endoteliais e a
membrana basal. Por fim, atravessa a membrana basal e escapa para 0 espago
extravascular. Tanto neutrofilos quanto mondcitos, linfocitos e eosinéfilos e basdfilos
empregam este trajeto (Butcher, 1991).
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O tipo de leucdcitos que emigra varia com a idade da lesdo inflamatéria e com
o tipo do estimulo. Na maioria das formas de inflamacéo aguda, predominam
neutréfiios no infiltrado inflamatério durante as primeiras 6 a 24 h, mas estes sao
substituidos em 24 a 48 h pelos monécitos. Além disso, os neutrofilos, que tém uma
sobrevida curta, desintegram-se € desaparecem apés 24 a 48 h, enquanto os
monocitos sobrevivem por mais tempo. A melhor forma de explicar esta seqgiéncia
seria pela ativacdo de diferentes pares de moléculas de adesdo e fatores
quimiotaticos nas varias fases da inflamacao (Dale & Foreman, 1989).

O recrutamento de leuctcitos para os sitios de inflamacao aguda envoive uma
acdo combinada de mdltiplas familias de moléculas de adesdo celular (CAMSs)
envolvidas na ligagio de leucdcitos com outros leucdcitos, células endoteliais e ainda
com componentes da matriz extracelular. As CAMs envolvidas nas interacdes
adesivas entre células no processo inflamatério foram classificadas em trés familias
distintas: integrinas, imunoglobulinas e selectinas (Cronstein & Weissmann, 1993). A
familia das selectinas (L-, E- e P-selectina) é constituida de proteinas de superficie
celular que interagem com carboidratos presentes em leucocitos efou células
endoteliais, possibilitando a interagdo adesiva dos leucocitos com o endotélio
vascular ativado. Devido ao fato de todos os membros desta familia apresentarem
um dominio lectinico N-terminal, sdo Capazes de mediar a adesdo entre células,
através do reconhecimento especifico de um carboidrato na superficie celular da
celula alvo (Tedderm et al, 1995). A regulacdo na expressdo das moléculas de
ades&o e de sinalizagdo pode modular o recrutamento e ativacdo dos leucécitos em
tecidos inflamados (Chao et al., 1997).

Apos 0 exiravasamento, os leucdcitos emigram nos tecidos em direcido a
regidao da agressdo por um processo denominado quimiotaxia, definido como a
locomogdo orientada através de um gradiente quimico. Todos os granuldcitos,
monocitos e, em grau menor, linfécitos respondem a estimulos quimiotaticos com
taxas variaveis de velocidade (Dale & Foreman, 1989).

Tanto substéncias exégenas quanto endogenas podem atuar como
quimioatratores. Suas substincias sdo denominadas mediadores da inflamacao e
podem ser formadas concomitantemente ou sequencialmente e atuam amplificando
e influenciando a evolugcdo da resposta inflamatéria. Os agentes exdégenos mais
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comuns sao os produtos bacterianos. Como exemplos de mediadores quimicos
enddgenos, podemos citar os fatores quimicos derivados do plasma - componentes
do sistema complemento, em especial C5a e bradicinina - ou de células - histamina,
serotonina, prostaglandinas, PAF (platelet-activating factor), produtos da via da
lipoxigenase, basicamente ¢ leucotrieno B4 (LTBy), citocinas (principaimente IL-1,
TNFo , IL-8) (Bauhmann & Gauldie, 1994; Ferencik & Stvrtinova, 1896). O &xido
nitrico (NO), gas solivel de radical livre, produzido por células endoteliais,
macréfagos e neurbnios @ um potente mediador da inflamacgao, desempenhando
papéis importantes, entre os quais estdo a redugdo da agregacaco plaquetaria,
vasodilatagdo e citotoxicidade para determinados micrébios e células tumorais
(Moncada et al., 1991).

Mas, de que forma o leucdcito identifica os agentes quimiotaticos e como
estas substancias induzem um movimento celular dirigido? Muito embora nem todas
as respostas sejam conhecidas, ja foram identificadas varias etapas imporianies. A
ligacdo de agentes quimiotaticos a receptores especificos nas membranas celulares
leucocitarias resulta na ativagdo da fosfolipase C (mediada por proteinas G
peculiares), que conduz a hidrdlise do fosfatidilinositol-4,5-bifosfato (PIP2) até
inositol-1,4,5-trifosfato (IP3) e diacilglicerol (DAG) e & liberagao de calcio, inicialmente
a partir de locais de armazenamento intracelulares e, posteriormente, mediante ©
ingresso de céalcio extracelular. E 0 aumento do calcio no citossol que desencadeia a
agregac@o de elementos conirateis responséveis pelo movimento celular (Collins,
1995).

A fagocitose e a liberagdo de enzimas por macréfagos e por neutréfilos
constituem dois dos principais beneficios derivados do acimulo de leucdcitos no foco
inflamatério. A fagocitose envolve trés etapas distintas, porém inter-relacionadas:
reconhecimento e acoplamento da particula a ser ingerida pelo leucécito, seu
englobamento com subseqiiente formacdo de um vacuolo fagocitario; e destruicao
ou degradacdo de material ingerido {(Maldonado et al., 1998).
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De um modo geral, a inflamagéo aguda pode apresentar um dentre quatro
desfechos (Wahl, 1997):

1. Espera-se que, fodas as reacdes inflamatérias, uma vez gue tenham
tido éxito na neutralizacdo do estimulo agressor terminem com a restauracao a
normalidade da regido de inflamagao aguda (resolucdo) que é o desfecho habitual
quando a agressdo € limitada e de curta duracdo, ou quando ocorre um grau
pequeno de destruicéo tecidual. A resolugdo envolve a neutralizagdo dos mediadores
quimicos e um posterior retorno & normalidade da permeabilidade vascular bem
como a interrup¢@o da cessagédo da infiltragéo leucocitaria e, finaimente, a remogao
do liquido de edema e de proteinas, de leucdcitos, corpos esfranhos e restos
necréticos do local da inflamacao.

2. A cura por substituicio da regi&o inflamada por tecido conjuntivo (fibrose),
que ocorre quando o grau de destruicgo tecidual tiver sido significativo, quando a
agressao inflamatoria incidir sobre tecidos que ndo se regenerem ou quando existir
uma exsudacao fibrinosa abundante. Quando o exsudato fibrinoso no tecido ou em
cavidades serosas (pleura, peritdnio) ndo & absorvido adequadamente, o tecido
conjuntivo cresce na regido do exsudato, convertendo-a em uma massa de tecido
fibroso — um processo também denominado de organizacao.

3. Formacgdo de abscesso, que ocorre especiaimente nas infecgbes por
organismos piogénicos.

4. A progressédo da resposta tecidual para inflamagéo crénica que ocorre
quando n&o € possivel resolver a resposta inflamatéria aguda, seja pela persisténcia
do agente agressor, seja por alguma interferéncia no processo normal de cura.
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1.2- A migracao de leucocitos e as lectinas vegetais

Algumas lectinas vegetais podem mimetizar a agao das lectinas endogenas de
mamiferos e induzir a migracao de neutrofilos e células mononucleares tanto in vivo
guanto in vitro (Bento et al.,, 1993; Santos de Oliveira et al.,, 1884). Lectinas isoladas
de Dioclea grandifiora (Moreira et al., 1983), Canavalia brasiliensis (Moreira et al,,
1984) e aglutinina de soja (Benjamin et al, 1997) induzem inflamagio in vivo
caracterizada por exsudacao de proteina e migracao de neutrdfilos, em ratos, de
modo dose-dependente (Bento et al., 1993). Qutros estudos tém demonstrado que
diferentes lectinas de plantas sdo potentes mitdgenos, induzindo a proliferacéo /n
vitro de linfocitos humanos independentemente da produgao de citocinas (Borreback
& Carlson, 1989). Em camundongos, a lectina isolada de D. grandiflora induz uma
reacao inflamatéria cutdnea acompanhada de influxo de leucdcitos
polimorfonucleares (Silva Lima et al., 1993).

A migragdo de neutrdfilos para o tecido afetado € a marca da inflamagao
aguda. O recrutamento dessas células envolve um processo complexo e muiti-
mediado que inclui inferacdes seqienciais entre células, ceélulas endoteliais e
componentes da matriz extracelular (Malik & Lo, 1998). O conirole desses
mecanismos envolve tanto a ativagao dos receptores de adesao presente nas celulas
endoteliais como nas céluias sangliineas, bem como a expressao de novas
moléculas de adesdo na superficie celular. O passo crucial na migracéo de
neutréfilos depende da ligagdo destes as selectinas expressas tanto por eles proprios
quanto pelas células endoteliais ativadas por mediadores inflamatdrios (Kansas,
1996).

Asseury et al., (1997), propuseram que a atividade competitiva de lectinas de
plantas com as selectinas, por sitios de ligagéo glicosilados na superficie de células
endoteliais, membranas de leucocitos e/ou componentes da matriz extracelular pode
expandir as investigacdo sobre o emprege de lectinas vegetais com fungdes
andlogas as selectinas. Santos de Oliveira et al., 1994 sugeriram que KM+, lectina
manose-ligante extraida de Artocarpus integrifolia, pode, através de um sitio ligante
de carboidrato interagir com um agtcar presente na superficie de neutréfilos € com
outro, ligar-se a glicoconjugados na matriz exiracelular. A interagcdo de KM+ com a
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matriz extracelular, pode gerar um gradiente de substratc necessario ao
direcionamento de neutréfilos para o sitio de inflamagao.

Ja foi demonstrado que o efeito inflamatério e antinflamatério induzido por
lectinas vegetais pode ser revertido seletivamente por aclcares especificos,
reforcando desta forma a importéncia dos carboidratos nos processos inflamatorios
leucocito-dependente (Santos de Oliveira, 1994; Assreuy et ai., 1997).

Pelo fato das selectinas apresentarem um dominio lectinico, sugere-se que a
resposta inflamatoria possa ser controlada pela competicio entre lectinas vegetais e
selectinas por glicoconjugados, inibindo ou controlando a migracao de leucdceitos
para o local da inflamac#o. Estas abordagens acarretam a investigacdo do possivel
efeito pré-inflamatorio da lectina manose/glicose-ligante extraida de sementes de T.
esculenta.
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OBJETIVOS
Os objetivos deste trabalho foram:

Avaliar o efeito de TEL sobre a migracdo de neutrdfiios e células

mononucleadas bem como sobre a formacdc de edema de pata em
camundongo.

Verificar o efeito de residuos de monossacarideos sobre o efeito pro-
inflamatdrio e edematogénico em camundongo.

Verificar a possibilidade de TEL induzir a producéo de Oxido nitrico por células
mononucieares de camundongo.
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3- MATERIAIS

As sementes de Talisia esculenta foram coletadas no Estado de Ceara. Os
acglucares D-glicose e D- galactose foram obtidos da Sigma Chem. Co. (St. Louis,
MO, USA). Todos os demais reagentes utilizados foram de grau analitico.

3.1- Animais

Foram usados camundongos Swiss, machos, pesando 25 a 30 g,
provenientes do Centro Multi-institucional de Bioterismo da UNICAMP. Esses
animais foram transferidos para o Biotério de Departamento de Farmacologia, pelo
menos 24 h antes dos experimentos, onde foram mantidos a 24 GC, com iluminagéo
diaria de 12h, com agua e alimentacao.

4- METODOS

4.1- Efeito da injecdo da lectina de T. esculenta em induzir migragdoc de
neutréfilos e células mononucleares para bolsa de ar em camundongos

Foram produzidas bolsas de ar subcutinea em camundongos como descrito
previamente (Edwards et al., 1981). Para isso, os animais foram anestesiados com
éter, tiveram o seu dorso raspado e 5 ml de ar estéril foram injetados. Trés dias apos,
a cavidade formada foi mantida injetando-se mais 2,5 ml de ar estéril. Seis dias
depois da injecao de ar, os animais tratados receberam 0.1 ml de solugdes de TEL
(10- 40 ug) enquanto que os animais controle receberam 0,1 ml de PBS estéril. A
migragdo de neutrdfilos e células mononucleares foi avaliada 8, 16,24 48e 72 h
depois da injecao dos estimulos. Para isso, os animais foram sacrificados, sendo a
cavidade peritoneal lavada em seguida com 3 ml de PBS contendo heparina (5Ui/ml)
¢ soro albumina bovina a 0,1%. Apés leve massagem, retirou-se o maior volume
possivel do lavado.

A contagem total de leucécitos foi realizada em camara de Neubauer,
utilizando-se 20 i do lavado, diluidos em 400 pul de solucdo de Turk. A contagem
diferencial de leucacitos foi realizada apés a confecgé@o de laminas, sendo que para
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isto 80 p! do lavado foram centrifugados em citocentrifuga. As laminas foram coradas
a seguir, com corante May-Griinwalds e a leitura feita em microscopio optico com
aumento de 1000 vezes (objetiva de imersdo em 6leo). Em cada [@mina foram
contadas as células, diferenciando neutréfilos e células mononucieares. O nimero de
cada tipo celular foi calculado a partir da porcentagem encontrada, em relagédo ao
niamero total de céluias.

4.2- Efeito da injecao intraperitoneal da lectina de T. esculenta em induzir
migracao de neutréfilos e células mononucleares para a cavidade peritoneal de
camundongos

A migracao de leucdcitos para a cavidade peritoneal de camundongos
foi avaliada de acordo com técnica descrita por Souza et al., 1988. Para isto, os
animais foram divididos em grupos (n=5), sendo que o grupo controle recebeu
injecéo peritoneal de 0,1 mi do veiculo (PBS) e os grupos tratados receberam 0,1 mi
de solugdes de TEL (5-100 ug/cavidade). A migracao de neutrdfilos foi avaliada 4,
8,16, 24 e 48, 72 e 96 h apds a injecdo da lectina, seguindo a metodologia descrita
no item 4.1.

4.3- Efeito da injecado intraplantar subcutinea da lectina de T. esculenta em
induzir edema em pata em camundongos

A lectina de T. esculenta (12,5 - 200 ug em 0,1 ml) ou salina estéril (0,1 mi)
foram injetadas por via intraplantar subcutdnea. Apds 4 horas, 0s animais foram
sacrificados, as patas amputadas e pesadas numa balanca analitica. O edema,
expresso em mg, foi avaliado como a diferenca de peso entre a pata da direita
(tratada com lectina) e a esquerda (controle).
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4.4- Efeito de agucares sobre a migracdo de neutréfilos e edema de pata em
camundongos, induzido pela lectina de 7. esculenta

TEL foi administrada pelas vias intraperitoneal (i.p.) e infraplanar subcutanea,
isoladamente ou em associagdo com 0,1 M de aglicares especificos (D-glicose e D-
manose) e nao especifico (D-galactose). A lectina foi incubada com os diversos
aclcares por 2 horas, a 37 °C e logo apés injetada nos animais. Foram feitos quatro
grupos controle: um que recebeu PBS estérii ip. (100 pl) e outros trés que
receberam carboidratos isolados i.p. (100 pf). A migraco foi avaliada 4 horas apés
os tratamentos.

4.5 - Produgao ex vivo de NO por células peritoneais de camundongo induzidas
por lectina de T. esculenta

A producao de NO por células peritoneais de camundongo, induzidas por TEL
foi avaliada de acordo com a técnica descrita Andrade et al., 1999,

4.5.1- Obtencéo de macrofagos peritoneais de camundongos

Grupos de 3 a § camundongos foram injetados ip com 12,5, 25, 50 e 100 ug
de lectina diluida em PBS, com PBS sozinho como controle negativo e com LPS (5
pg/camundondo) como confrole positivo. O pool de cels peritoneais foi obtido depois
de 2 dias da inoculacéo.

As células foram obtidas por lavagem da cavidade peritoneal (2 vezes com 5
ml de solucao salina 0,9% estéril) de animais pré-tratados com a lectina. O lavado
peritoneal foi centrifugado (1500 rpm/min) e o sobrenadante descartado. As células
foram entéo lavadas por 3 vezes com solucao salina e ressuspensas em RPMI 1640
(sem bicarbonato de sddio) contendo 10% de soro fetal bovino, 10 nM de HEPES
(SIGMA), 100 UVmi de penicilina (SIGMA) e 100 ug/ml de streptomicina (SIGMA)
num volume fixo (1 ml). A seguir realizou-se a contagem total, determinando-se o
ndmero de células por ml. A partir desse dado foram feitas diluicbes para a obtencao
de 10° células/mi.
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4.5.2- Dosagem in vitro de nitrito (NO7>)

Amostras de 0,5 ml da suspensdo celular (1x1 0° células/ml) foram
dispensados em cada pogo de placas de cultura de plastico de 24 pocgos, colocadas
para aderir por 48 horas, em cadmara de culiura a 37°C, em ambiente umidificado,
sem a adicdo de nenhum estimulo.

Apbs este periodo de incubagao, aliquotas de 50 pl dos sobrenadantes foram
transferidos para uma placa de leitura (96 pocos) onde adicionou-se 0 Reagente de
Griess na proporcdo de 1.1 (viv). Em seguida foi realizada a leitura
espectrofotométrica em leitor de Elisa a 546 nm. Os valores de leitura foram
comparados com os da curva padrao de NaNO; (5-80 uM) e os resultados expressos
em uM de nitrito liberados por 1x10° macréfagos.

4.6- Analise estatistica

A partir dos dados experimentais foram calculadas as médias + EPM de um
certo namero de eventos (n) em cada grupo. A diferenga estatistica entre os grupos
foi determinada aftravés de andlise de variancia (ANOVA) e teste *" Student para
multiplas comparagdes. O p<0,05 foi fixado para indicar significncia estatistica.
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5- RESULTADOS

5.1- Efeito do tratamento intraperitoneal da lectina de 7, esculenta sobre a

migracdo de neutréfilos e células mononucleares para diferentes cavidades de
camundongo

Injecdes de TEL (10 a 40 ug) em bolsa de ar produziram o acumulo de
neutréfilos de modo dose-dependente (figura 1 A), com o maximo de resposta em 16
horas, retornando aos niveis de controle apés 72 horas (figura 1B). A lectina, nas
mesmas concentracdes, induziu um acimulo dose-dependente de células
mononucleares para bolsa de ar (figura 3A) com um efeito maximo depois de 24
horas (figura 3B).

A figura 2A apresenta o efeito de TEL (5-100 ug) induzindo a migracdo de
neutréfilos de forma dose-dependente, quando injetada na cavidade peritoneal de
camundongos, sendo que o maximo da migracdo ocorreu 16 horas apos a
adminstrac&o da lectina, retornando acs niveis de controle apds 48 horas (figura 2B).
Também foi observado o efeito dose-resposta de TEL sobre a migracao de células
mononucleares nesta mesma cavidade (figura 4A), com um méaximo de resposta
apods 48 horas (figura 4B).
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Figura 1 - Efeito de TEL sobre a migracdo de neutréfilos para bolsa de ar em
camundongos. (A) curva dose-resposta da migracio de neutréfilos induzida por TEL
16 horas apés a adicao do estimulo; (B) cinética da migragio de neutrdfilos induzida
por TEL (20 ug, simbolos fechados) ou por salina (simbolos abertos). Cada barra
representa a média de 5 animais. As lefras iguais indicam que ndo ha diferenca
significativa (p<0,056 Test “t” Student).
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Figura 2- Efeito de TEL sobre a migragio de neutréfilos para a cavidade
peritoneal de camundongos. (A) curva dose-resposta da migracdo de neutréfilos
induzida por TEL 4 horas apos a adicao do estimulo: (B) cinética da migracdo de
neutrdfilos induzida por TEL (20 pg, simbolos fechados) ou por salina (simbolos
abertos). Cada barra representa a média de 5 animais. As letras iguais indicam que
nao ha diferenca significativa (p<0,05 Test “t’ Student).
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Figura 3 - Efeito de TEL sobre a migracdo de células mononucleares para
bolsa de ar em camundongos. (A) acUmulo dose-dependente de células
mononucleares induzidas por TEL apés 24 horas das injecdes; (B) cinética da
migracéo de celulas mononucleares induzidas por TEL (50 pg, simbolos fechados)
ou por salina (simbolos abertos). Cada barra representa a média de 5 animais. As
letras iguais indicam que n&o ha diferenca significativa (p<0,05 Test “t” Student).
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Figura 4. Efeito de TEL sobre a migracdo de células mononucleares para a
cavidade peritoneal de camundongos. (A) efeito dose-resposta de TEL apés 48
horas da injegdo do estimulo. (B) cinética de actimulo de macréfagos induzidos por
TEL (50 pg, simbolos fechados) ou por salina (simbolos abertos). (C) producéo ex
vivo de NO por células mononucleares estimuladas por TEL: um pool de células
peritoneais foi coletado e cultivado in vitro, por 48 horas, sem novos estimulos. O
controle positivo (LPS) e o negativo (PBS) ndo estdo mostrados na figura. Cada
barra representa a média de 5 animais. As letras iguais indicam que nao ha diferenca
significativa (p<0,05 Test “t” Student).
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5.2- Efeito da injegcdo subcutdnea intraplantar da lectina de T. esculenta na

inducédo de edema de pata
A figura 5A mostra o efeito edematogénico de TEL, com doses variando de

12,5 a 200 ug/pata, avaliado 4 horas depois da injecdo da lectina.
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Figura 5- Edema de pata induzido por TEL. (A) edema causado por doses
variando de 12,56 a 100 ug/pata analisado 4 horas apds o estimuio. (B) efeito inibitério
de carboidratos (0,1 M) sobre o edema de pata. As letras iguais indicam gque n&o ha
diferenca significativa (p<0,05 Test “t” Student).
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5.3- Efeito de carboidratos sobre a migracdo de neutréfilos e edema de pata
induzidos pela lectina de 7. esculenta

D-manose, mais intensamente que D-glicose, inibiu acentuadamente a
migracao de neutrofilo na cavidade peritoneal (figura 6A). Resultados de inibicao
semelhantes foram obtidos para o modelo de bolsa de ar (figura 6B). O carboidrato
D-galactose (Gal) n@o apresentou efeito inibitério sobre a migracio de neutrdfilos
para as duas cavidades (figura 6A,B). Quando injetados isoladamente, os trés
carboidratos nao causaram aumento significante na migragao de células.

Injecoes intraplantar dos trés carboidratos isolados (0,001 M) n&o causaram
edema de pata significativo. Quando TEL (50ug) foi co-injetado com D-manose,
observou-se pequena inibicdo do edema. D-glicose nem D-galactose (figura 5B)
diminuiram de forma significativa o edema.
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Figura 6. Efeito inibitério de carboidratos na indugdo de neutréfilos mediada
por TEL. (A) migrac&o de neutrbfilos para a cavidade peritoneal; (B) acimulo de
neutrofilos em bolsa de ar. A migragao foi avaliada 4 horas apos a injecdo de TEL
simultaneamente ou/nao com diferentes carboidratos. As lefras iguais indicam que
néo ha diferenca significativa (p<0,05 Test “t” Student).
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5.4- Producdo ex vivo de 6xido nitrico por células peritoneais de camundongos
induzidas por lectina de T. esculenta

TEL (12,5100 pg) estimulou as células mononucleares a produzirem NO de
forma dose-dependente (figura 4C) quando investigadas 48 horas apoés o estimulo.
Os niveis de NO produzidos em resposta a 20 ng de LPS (controle positivo) foram de
6,12 uM.
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6- DISCUSSAO

A lectina de 7. esculenta foi capaz de estimular a migragcdo de neutrdfilos em
camundongos, quando injecbes de 20 a 50 ug TEL foram aplicadas tanto em bolsa
de ar quanto em cavidade de peritoneal de camundongo, induzindo 14,1£1,0 x 10° e
17,7+1,6 x 10° neutréfilos/mi, respectivamente. Comportamento semelhante foi
encontrado para a lectina de sementes de Erythrina velutina forma aurantiaca
(Moraes et al., 1996) e Artocarpus integrifolia (KM+) (Santos-de-Oliveira et al., 1994),
primeira lectina de planta conhecida por ser um agente quimioatraente para
neutréfilos. TEL também se mostrou capaz de induzir a migragdo de células
mononucleares de forma dose dependente, tanto em em bolsa de ar (12,5%2) quanto
em cavidade peritoneal de camundongos (20,0£1.0), nas concentracbes de 20 ug e
50 ug, respectivamente. A ligagado da lectina a carboidratos especificos na superficie
de neutréfilos, provavelmente, nic é apenas o sinal para ¢ mecanismo de migragao
mas também para a atracac de neutrdfilos (Dias-Baruffi et al, 1994). Santos-de-
Oliveira et al., (1994) sugeriram que uma lectina poderia interagir ao mesmo tempo
com um carboidrato na superficie de neutrdfilo e com um glicoconjugado na matriz
de exiracelular, possibilitando desta forma a movimentagédo do neutréfilo do vaso até
o sftio da inflamacao.

O efeito inibitdrio de carboidratos co-injetados com lectinas, mostra que a agéo
pro-inflamatéria destas proteinas, esta relacionada as propriedades especificas de
ligacdo a agucar (Ofek et al, 1996). A atividade agiutinante de TEL foi inibida
preferencialmente, por D-manose (concentracao inibitdria minima igual a 0,39 mM),
seguida de D-glicose e N-acetiiglicosamina (3,6 e 6,2 mM, respectivamente),
enquanto gue a D-galactose nao apresentou nenhum efeito inibitdrio (Freire et al.,
2002). A migracdo de neutréfilos e de células mononucleares foi significativamente
inibida por D-manose (80%) e um pouco menos por D-glicose (51%). Resultados
similares foram encontrados com as lectinas de Canavalia ensiformes (ConA) e
Dioclea grandifiora (DGL) que sofreram bloqueio da atividade préinflamatéria quando
incubadas com carboidratos especificos (Bento et al., 1993). Benjamim et al. (1997)
também estudaram uma reacdo inflamatéria aguda induzida por lectina de feijao-soja
(SBA) em cavidade peritoneal de rato. Esta reagado foi caracterizada por intensa
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migragao de neutrofilos e extravasamento de fluido e foi inibida por um pré-
treatmento com glicocorticoides, por um antagonista de PAF (fator de ativacio
plaguetaria) ou atraves de inibidores de lipoxigenase. Este efeito foi completamente
bloqueado quando a lectina foi injetada com seus carboidratos especificos. Os
autores sugeriram que ¢ acumulo de neutrdfilos induzido por SBA, foi dependente de
suas propriedades ligantes de carboidrato, que provavelmente ativam leucotrienos e
a biossintese de PAF, podendo contribuir para a migracéo.

A habilidade comprovada de algumas lectinas para ativar mecanismos de
defesa confirmam a hipotese que as interagdes de lectina-carboidrato podem causar
imunomodulacao (Rosen, 1983). O aumento no espraiamento de macréfagos, o
crescimento da produc&o de H>O» (Rodriguez et al., 1992) e de 6xido nitrico, sdo trés
parametros de ativagdo de macréfagos (Andrade et al, 1999). Rodriguez et al.,
(1992), mostraram que Con Br (Canavalfia brasiliensis lectin) e DGL provocam
estimulacao peritoneal de macréfagos caracterizada por rapido espraiamento em
superficie de vidro e produgdo de perdxido de hidrogénio bem como o actimulo de
leucéeitos (Rodriguez et al., 1992). Células mononucleares obtidas de camundongos
pre-tratados com TEL, foram estimuladas a produzir 6xido nitrico. Os niveis de NO
produzidos em resposta aos estimulos de TEL (8,8 uM) foi ligeiramente menor aos
encontrados para DLG (12 uM), ConA (14 uM) e ConBr (20 uM), mas bastante
inferior ao induzido por PAA (Pisum arvense lectin), 45 uM, em resposta a 25 ug de
cada lectina/animal (Andrade et al., 1999). Esses autores mostraram que os niveis
de NO induzidos por PAA, ConA e ConBr aumentaram significativamente quando
celulas aderentes e n&o aderentes foram cultivadas em conjunto. O mecanismo
sugerido neste experimento pode envolver ao mesmo tempo o INFy e 0 TNFa efou
produtos bacterianos como o LPS, capazes de promover a ativacio de genes que
induzam a expressdo da NO sintase induzida (iNOS) (Oswald et al., 1994).

O edema de pata induzido por TEL foi dose-dependente com um maximo de
efeito apos quatro horas. D-manose reduziu o efeito edematogénico induzido por
TEL em 24% e glicose um pouco menos D-glicose. Esse resultado sugere que as
diferengas na atividade inibitoria possam estar relacionadas a diferenca de afinidade
de TEL por grupos glicosilados presentes na superficie celular. Bento et al., (1993),
estudaram a capacidade das lectinas DGL e ConBr de induzir edema de pata em
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ratos, fendmeno gue também foi bloqueado por aglicares. Esses autores propuseram
que a atividade edematogénica causada por lectinas poderia ser um fendmeno
mediado, nos primeiros minutos, por histamina e serotonina e durante o decorrer do
processo, por metabdlitos do acido araquiddnico.

TEL apresentou efeito edematogénico, dose-dependente, afetado
diferentemente por seus acucares especificos. Esse resultado sugere que essa
diferenca possa estar relacionada a diferencas de afinidade de TEL por grupos
glicosil presentes na superficie celular.

A atividade biolégica que certas lectinas apresentam de ativar certos
mecanismos de defesa, sugere a hipotese que interacdes lectina-carboidrato podem
causar imunomodulation (Rosen, 1993). O aumentou no espraiamento de
macrofagos, o crescimento na producéo de H;O; e de dxido nitrico (NO)( Rodriguez
et al,1992) sd&o os tirés parametros de ativacdo (Andrade et al., 1999).
Recentemente, Lima et al. (1999), depois incubar, in vitro, células de bago de ratos
por 24 h com Pisum sativum agglutinin (PSA), adicionaram o sobrenadante dessa
cultura sobre culturas de macréfagos e observaram a produgéo de NO por estas
células, de modo dose-dependente. Experimentos ex vivo com Con A, Con Br, DGL
e PAA mostraram que células de animais pré tratados com lectina sustentam, in vitro,
a producdo de NO, sem estimulos adicionais. Baseando-se nos dados de literatura,
deu-se inicio a investigacdo de TEL com relagdo a producdo de NO por células
peritoniais de camundongo e observou-se que a producdo de NO (9 uM) foi
ligeiramente menor a que encontrada para Con A (14 uM), Con Br (20 uM) e DLG (12
uM), quando 25 pg de cada lectina foram administrados por animal (Andrade et al,,
1999).

A ativac@o de macréfagos induzida por lectinas de planta pode ser atribuida a
INFy produzidos por linfécitos T (Buchmuller & Mauel, 1979). INFy agindo
sinergicamente com TNFa efou outros produtos bacterianos (LPS), promovem a
expressdo do gene de iINOS (Oswald et al., 1994). Andrade et al., (1999), afirmaram
que a producdo de NO por células aderentes estimuladas por lectinas de planta era
significativamente diminuida em compragdo com a producdc de células totais da
cavidade peritonial, sugerindo uma combinacao de incentivos diretos da lectina e a
acéo de linfécitos T sobre macréfagos.
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Em concluséo, os dados obtidos mostram que TEL induz migracao de
neutréfilo e células mononucleares tanto em cavidade peritonea! de camundongo
quanto em bolsa de ar; é capaz de induzir edema de pata e ativar macrofagos &
produgdo de NO. Os mecanismos pelos quais TEL estimula estes fendémenos, ainda
deverao ser estudados.

144



7- CONCLUSOES

A lectina de 7. esculenta (TEL) estimula a migracdo de neutrdfilos, quando
aplicada tanto em bolsa de ar quanto em cavidade de peritoneal de camundongo;

- TEL induz a migracdo de células mononucieares de forma dose dependente,
tanto em em bolsa de ar quantc em cavidade de peritoneal de camundongos;

- A migracdo de neutrofilos e de células mononucieares € inibida por D-manose
(80%) e um pouco menos por D-glicose (51%);

- O edema de pata induzido por TEL & dose-dependente com um maximo de efeito
apds quatro horas. D-manose preferenciaimente reduz o efeitoc edematogénico
induzido por TEL e glicose um pouco menos;

- TEL estimula a producao de NO, por células mononucleares de camundongo, na
presencga de células peritoneais totais.
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Abstract

A movel plant lectin has been isolated from the seeds of Talisia esculenta and partially characterized. The purified lectin showed two
protein bands in SDS-PAGE (20,000 and 40,000 kDa) and agglutinated human and animal erythrocytes. Of the various sugars tested, the
lectin was best inhibited by mannose. A search of sequence databases showed that the N-terminal sequence had no homoiogy to any known
protein. The lectin inhibited the growth-of the fungi Fusariunr exysporum, Colletovichun lindennahianum and Saccharomyces cerevisiae,

© 72002 Editions scientifiques et médicales Elsevier SAS. All rights reserved.

Keywards: Colletotrichuwm lindenuthianum, Fusariwm oxysporunt Lectin; Saccharpmyces cerevisiae: Sapindaceae; Seed; Talisia escuienta

1. Introduction

Fungi are widely distributed in nature and 1any are
frequently pathogens of differerit plant species. As such,
fungi represent one of the main causes of crop losses for
cultivated plants [30]. .

Lectins are naturally occurring proteins and glycopro-
teins which bind selectively and non-covalently to carbohy-
drate residues [27]. The main characteristic of this class of

Abbreviations: ASP, Theobroma cacap 21 kDa seed protein precursor;
BSA, bovine serum albumin; EDTA, ethylenediaminetetraacetic acid:
GAEP-1,-Gustrodia anti-fungal protein; HPLC, high performance Hquid
chromatogtaphy; KPL, Psephocarpus tetragonvlobus Kunitz protease inhi-
bitor; MIR, Synsepalum dulcificun taste-modifying protein; Mr, relative
molecular mass; PBS, phosphate-buffered saline; RAGI, Oryza sativa
subtilisin, alpha-amylase inhibitor; SDS-PAGE, sodium dodecy! sulfate-
polyacrylamide gel electrophoresis; SPRI. sweet potato sporamin A
precursor; SPRB, sweet potato sporamin B precursor: TEL, lectin of Tafisia
esculenta: UDA, Urtica divica agguntinin; WGA, wheat germ agglutinin

* Corresponding author. Fax: +35 67 5211228,
E-mail address: bioplant@terra.com.br (M.L.R. Magedo).
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protein is their ability to interact specifically with carbohy-
drates and 1o combine with glyco-components of the cell
surface [31]. Following their discovery in various plant
seeds [7,21,23,24], lectins were thought to be involved in
plant defense by offering resistance to insects, bacteria and
fungi [1,14]. In particular, chitin-binding lectins seemed to
have a role in defending plants against fungi (and insects}.

‘Studies in vitro- demonstrated that lectins from the stinging

nettle Urtica dioica inhibited the growth of Botrytis cinerea,
Trichoderma hamatum and Phycomyces blakesleanus {3}
The mechanism by which the nettle lectin acts has not yet
been elucidated, although the synthesis of cell wall compo-
nents appears to be affected because of disturbed chitin
synthesis and/or deposition [29]. Several other chitin-
binding proteins have been isolated from plant seeds and
their chitin-binding ability has been associated with defense
mechanisms against fungal infection [4,8,11,13,17,26].

Talisia esculenta (St. Hil) Radlk., locally known as
pitomba, belongs to the family Sapindaceae and occurs in
northern and northeastern Brazil, The fruit of 7. esculenta is
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Fig. 1. Sephadex G-100 efution profile of TEL. A, Gel filtration chroma-
tography of T esculenta lectin on Sephadex G-100. The column was
loaded with 0.35 g of the crude extract apd initially eluted with 150 mM
NaCl followed by 100 mM HCI. Fractions (2.5 mi per tube) were collected
at a flow rate of 30 ml ™', The elution profile was monitored by following
the absorbance at 280 am (A,y,). B, Determination of the molecular mass
of TEL by gel filtration. V,, elution volume: V. void volume.

consumed by humans and also by birds, the latter acting as
dispersers for the seeds. In this paper, we describe the
isolation and characterization of a novel lectin from 7. es-
culenta plant seeds, the first of its kind from the family
Sapindaceae, and report on its action against Fusarium
oxysporum, Colletotrichum lindemuthianum and Saccharo-
myces cerevisiae, three pathogenic species of fungi.

2. Results

2.1, Isolation of the lectin :

Pure T. esculenta lectin (TEL) was obtained in two
chromatographic steps. A crude extract was applied to a
Sephadex G-100 column equilibrated with 0.15 M NaCl and
eluted with the same solution followed by 0.1 M HCl (Fig.
1A). This resulted in three peaks (FI, F2 and F3), the first
two showing hemagglutinating activity. The second of these
was chosen for subsequent experiments because of its better
yield. '

After dialysis against water, centrifugation and lyo-
philization, peak F2 was dissolved in 50 mM phosphate
buffer, pH 7.6 and the protein solution then loaded onto a
column of chitin. All of the material applied bound to the
matrix and was eluted with 100 mM HCI (Fig. 2). SDS-
PAGE of the fraction eluted with HC} {Fig. 2, insert)
showed the same profile as F2 from the Sephadex G-100
column (Fig. 3).
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Fig. 2. Eiution profile of TEL from a chitin column, Fraction F2 {30 mg)
was applied to a column (2 em x 10 cm) which was initially eluted with
£30 mM NaCl followed by 100 mM HCL Fractions (2.0 ml per tube) were
collected at a flow rate of 35 mt h! and the elution profile was monitored
at 280 am (Ag,). The insert shows the material bounded to chitin column
analyzed on SDS-PAGE (2); Iane | contains molecular markers.

2.2. Molecular properties of TEL

Approximately 0.5 g of purified TEL was obtained from
1 kg of seeds after chitin chromatography. The purity of
TEL (fraction F2) was analyzed by SDS-PAGE with and
without 2% B-mercaptoethanol. In both cases, the lectin
migrated in two bands with an apparent M| of about 20,000
and 40,000 (Fig. 3). The molecular mass of the native
protein, determined by gel filtration in the presence of
D-glucose and both D-glucose and D-mannose, was
40,000 kDa (Fig. 1B). The homogeneity of the purified TEL
was confirmed by native PAGE which showed only one
band (data not shown). TEL also showed components with
distinct isoelectric points between 6.55 and 5.2, suggesting
the existence of isoforms.

2.3. Agglutinarion of human and animal erythrocytes
T. esculenta lectin strongly agglutinated hamster eryth-

rocytes, but produced weak agglutination of rabbit, sheep,
cow and chicken erythrocytes, and no agglutination of toad

i35,

i oo S

Fig. 3. SDS-PAGE of TEL (20 ug protein) in the presence (lane 2} and
absence (lane 3) of f-mercaptoethanol. Lane ! contains marker proteins
whose size is indicated on the left, The gel was stained with Coomassie
brilliant blue R 250.
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Table t

Hemagglutinating activity of TEL against human and animai erythrocytes.
*Titer is defined as the reciprocal of the end-point dilution which caused
detectable agglutination of erythrocytes. The final lectin concentration was
500 ug mi~! in the first well of the muitiwetl plate

Erythrocyte source Hemagglutination {titer*)

Human {type A) 3}

Human (type B} 5
Human (type AB) 19
Human (type O) 4
Rabbit 3
Sheep 6
Hamster 3
Rat 10
Chicken 4
Cow i
Toad 0

erythrocytes. Human erythrocytes of all blood groups were
agglutinated, although the effect was more pronounced with
erythrocytes from blood types A and AB (Table I).
Trypsinizing the erythrocytes had no effect on the hemag-
glutination.

2.4. Carbohydrate specificity of TEL

The carbohydrate-binding specificity of TEL was evalu-
ated by the ability of sugars to inhibit the agglutination of
numan erythrocytes. As shown in Table 2, the best inhibitor
was D-mannose foliowed by D-glucose and N-acetyl-
glucosamine. '

2.5. Physicochemical properties of TEL

Periodic acid/Shiff staining indicated that TEL had a
carbohydrate moiety (data not shown) [37]. The sugar
content of TEL was 18.8% as determined by the phenol-
sulfuric acid method [10].

The hemagglutinating activity of the purified lectin
decreased appreciably after metal removal by prolonged
dialysis against 25 mM EDTA, followed by dialysis against
150 mM NaCl. Full activity was restored by adding Ca*".

Table 2

Inhibition of the hemagglutinating of TEL. *ICsq: concentration required to
inhibit hemagglutinating activity by 50 %. The amount of TEL used in
these assays was 23 Ug

Sugar *[Cgy (mM)
D-sucrose > 100
D-lactose > 100
D-maltose [2.5
D-galactose 160
D-mannose (.39
D-fructose 25
D-glucose 35
N-Acetyl-glucosamine 6.2
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Fig. 4. Thermal {A) and pH (B} stability of TEL. The bars represent the
average of five replicates. Fuli (100%) activity corresponded to a titerof 6.

The optimum Ca®* concentration for maximum hemagglu-
tination was between 2.5 and 10 mM.

TEL was heat-stable up to 70 °C, but a sharp decrease in
activity occurred between 70 and 90 °C (Fig. 4A). Hemag-
glutination was not markedly affected by pH, with maxi-
mum activity being retained at pH 5.0-9.0 (Fig. 4B).

2.6. Anti-fungal activity of TEL

Fig. 5 shows the growth of F. oxysporum, C. lindemuth-
janum and S. cerevisiae in the presence of TEL (at a
concentration of 280 pg ml™") and in control medium. TEL
exerted an inhibitory effect on the growth of all three fungi.
Photomicrographs of the mycelia of F oxysporum and
C. lindemuthianwm fungi taken after 60 h of growth showed
normal hyphal development (Fig. 6A, B) in the control
cultures but inhibition of hyphal development in the pres-
ence of TEL (Fig. 6C-F).

The inhibitory effects of TEL on the growth of the fungi
could be due the interaction of lectin with chitin and with
fungal structures. Further studies on the biochemical basis
of these findings are demanded in order to unravel the
mechanisms of action of these proteins.

2.7. Amino acid composition and N-terminal sequence

The partial NH,-terminal sequence of 20 amino acids of
TEL indicates no homology with others lectins. However,
others proteins are similar in their N-terminal regions to
TEL (Fig. 7).
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Fig. 5. The effect of TEL on fungal growth. The absorbance at 660 nim was
used as a measure of fungal growth, (¢) Comrol £ exysponer, () control
C. lindemuthianuem; (-) control 5. cerevisiae; (M) F oxvsporum plus TEL;
() C. lindemuthianum plus TEL; (+) §. cerevisiae plus TEL. The experi-
ments were carried out in triplicate. The standard error bars {coefficients of
vagiation < 20%) have been omitted for clarity.

3. Discussion

Two chromatographic steps (gel filtration and chitin
affinity chromatography) were sufficient to purify the lectin
from 7. esculenta seeds. These two methods were also used
by Yamaguchi et al. [35] to isclate a lectin-D from the TOOLS
of pockeweed (Phytolacca americana) and by Sasmal et al.
[25] wheo purified a hemagglutinin from a strain of Vibrio
cholerae. SDS-PAGE of the fractions from affinity chroma-
tography and Sephadex G- 100 (F2) showed the same profile
(Figs 2, 3, insert).

TEL consisted of two subunits of 20,000 and 40,000 kDa,
non-covalently bound, as shown by the unaltered electro-
phoretic profile in the presence of B-mercaptoethanol (Fig.
3). The M, of TEL was also estimated by gel filtration on a
Protein Pak 300 SW HPLC columm in the presence of
D-glucose (100mM) or D-glucose and D-mannose
(100 mM each) to prevent possible interaction of the lectin
with the gel matrix. One major peak with a molecular mass
of around 40,000 kDa was obtained (Fig. IB), suggesting
that the electrophoretic bands of 20,000 and 40,000 kDa
correspond to the monomeric and dimeric forms of the
protein (Fig. 3).

TEL showed no specificity in its ability to hemaggluti-
nate rabbit, sheep, hamster, rat, chicken, cow and human (A,
B, AB and Q) erythrocytes. However, TEL did not hemag-
glutinate toad erythrocytes although the activity against cow
erythrocytes was low (Table 1). The agglutinating activity
of TEL was inhibited by sugars containing D-glucose
residues (Table 2). OF these, D-mannose was the most
potent inhibitor (the minimum inhibitory concentration was
0.39 mM), followed by D-glucose and N-acetyl-
glucosamine (3.5 and 6.2 mM, respectively). This inhibitory
profile was similar to that of D-glucose- and D-mannose-
binding lectins, such as the lectin from Pisum sativiom [271.

1EA

The homogeneity of purified TEL was confirmed b
native-PAGE (data not shown), which yielded a single ban¢
Periodic acid/Schiff staining showed two bands (20.000 an
40,000 kDa) indicating that TEL was a glycoprotein. Thi
was confirmed using the method of Dubois el al. [10], whicl
showed a carbohydrate content of 18.8%. This carbohydrat
content of TEL is higher than that of lectins from Viraire:
macrocarpa (1.9%) [51, Araucaria brasiliensis {6.3%) [9]
Dioclea lelunanni (4.1%) [20] and Sphenostyles stenocarp
(4.26%) [19].

Isoelectric focusing of TEL showed a broad band with ¢
p/ value between 5.2 and 6.55, which suggested the occur
rence of isoforms. This value was lower than that for
GAFP-1 (pl 8.5) {34] but similar to the lectin from Dioclec
lehnianni (pl 6.55-6.60) [20]. TEL was stable between 37
and 60 °C, but hemagglutinating activity decreased mark-
edly at 80 °C (Fig. 4A). The pH gradient test showed that
TEL has the highest stability at pH 7.0-8.0 {Fig. 4B). The
lectin required Ca (2.5-10 M) for activity, A similar
behavior has been reported for the antifungal lectins isolated
from Gastrodia elata {34] and Sphenosryles sp. [19].

TEL inhibited the growth of F. axysporum, C. lindenuth-
fanum and S, cerevisiae. Other lectins that also have a
potent inhibitory activity on several fungi in vitro include
hevein (4.7 kDa) from rubber tree {Hevea brasiliensis) latex
[28], UDA (8.5 kDa) from stinging nettle (Urtiga dioica)
thizomes [29] and GAFP-1 (10 kDa) from Gastrodia elata,
a plant parasitic on the fungus Armillaria mellea [34]. The
concentration of TEL necessary to inhibit fungal growth
was 280 pg ml™! (Figs 5, 6). Vicilin (150 kDa), 2 78 storage
protein with a defensive function [18], also inhibited growth
and spore germination in the fungus F. oxysporum, and led
to abnormal development of $. cerevisae cells at a concen-
tration of 800 ug ml™! {12]. GAFP-1, a lectin-like protein,
also showed strong inhibitory activity against Valsa ambi-
ens, Rlizocronia solani, Gibberella zeae, Ganoderma luci-
dum and Bonytis cinerea in vitro at a concentration of
360 g mi~' (34}

Like UDA, WGA [7] and GAFP-1, TEL bound to chitin
(Fig. 3A). Chrispeels and Raikhel [6] suggested that these
small chitin-binding proteins cross-linked chitin preventing
cell expansion at the tip of the growing hyphae. This
binding could slow hyphal growth, as the first line of an
integrated defense mechanism.

Mannan, chitin and other saccharides are important
components of most fungal cell walls, and TEL may inhibit
fungal growth by interacting with these carbohydrates.
However, direct evidence of an interaction between TEL
and cellular components is necessary in order to unravel the
mechanisms of action of this protein.

When TEL was compared to all others lectins sequenced
thus far from animal and plant origin using the NCBI-Blast
data bank, it turned out that none of these lecting showed
any similarity to the sequence described here. However,
others proteins are similar in their N-terminal regions o
TEL: sweet potato sporamin A precursor (SPRB), Theo-
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broma cacao 21 kDa seed protein precursor {ASP), Oryza
sativa subtilisin/alpha-amylase inhibitor (RAGI), Synsepa-
lum dulcificum taste-modifying protein (MIR) and Psepho-
carpus tetragonolobus Kunitz protease inhibitor (KFPI)
(Fig. 7). These proteins presented in common the similanity
with the ancestral geme of the Kunitz family protease
inhibitor. These facts substantiate the previously suggested
idea that TEL, SPRB, SPR1, ASP, RAGI, KPI and MIR can
be encoded by a family of related genes [15,36]. Thus far,
several members of a plant serine proteinase family, includ-
ing the soybean trypsin inhibitor (Kunitz-type) and cowpea
(Bowman-Birk family) as well as inhibitors 1 (PI-I) and II
(PI-II) from potato have been implicated in providing a
defensive mechanism because of their ability to inhibit
insect digestive enzymes [12,22,36]. These observations
suggested that TEL gene might be able to provide a viable

AC-

Ry w”

2 e 5

Fig. 6. Light micrographs of F. oxysporum (A, C and E} and C. lindemuthianwm (B, D and F) mycelia after 92 h of growth in controf medium (A, B} aad
in the presence of TEL (C-F). Bar = 15.6 um.

alternative in designing transgenic crops to control insect
pests and fungi.

4. Methods
4.1. Materials

Talisia esculenta (St. Hil.) Radlk seeds were collected in
the State of Ceard (Brazil). Sephadex G-100 was from
Pharmacia (Uppsala, Sweden), acrylamide and methylene
bis-acrylamide were from Sigma (St. Lounis, MO, USA),
molecular mass markers for SDS-PAGE and other electro-
phoresis reagents, ampholine (pH range 3.5-9.5) and p/
markers were from Pharmacia; sugars were from Sigma. All
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Fositon of [fondit, B
the first Sequenie i
aming
arid
Sequence
TEL 1 SEPLYDINGDEVTT SXIYY !
SFREB 4 PUIDINGDEVEAGENYY ! z1 #6
SFR1 47 FUrLDINGDEVEAGGHYY M 55 343
ASP 28 NEPVIDTDGDE LQTIGYQYYY 3 &1
RAGH 4 PYYDTEGHEL SADGSYYV 33 At
KF 2t CFYYDINGNZGLRENN GEY Y] 42 73
MIR 35 PYLDIDGELLRTIGTHYYI 44 72

Fig. 7. Partial sequence of the TEL aligned with differemt regions of known
prateins. SPRB: sweet potato sporamin B precursor —sp | P10%63 | : SPR1:
sweet potalo sporamin A precursor — sp ! PL4751 L ASP: Theobrome cacan
21 kDa seed protein precursor — sp | P327650 : RAGE Cryza safva
subtilisin/alpha-amylase inhibitor - sp | P294211 : KPI: Psophocarpus
tetraganolobus Kuanitz protease inhibitor — sptremb? 1 133251 - MIR:
Synsepalun dulcificunt taste-modilying protein - spl PE3OSTL Leuers in
boid represent completely conserved residues and letters in italics represent
incompletely conserved residues. The number after euch protein corres-
ponds to a number in protein data bank.

other chemicals were of reagent grade obtained from Jocal
suppliers.

4.2. Fungi

Saccharomyces cerevisiae strain 1038 was obtained
from the Departamento de Biologia, Universidade Federal
do Ceard, Fortaleza, CE, Brazil. Fusarium oxysporum and
Colletotrichum lindemuihicrnun were Kkindiy supplied by
CNPF/EMBRAPA, Goiania, Goids, Brazil. C. lindemuth-
ianuwm (the agent for anthracnose, a disease of many plants)
and F. oxysporum (which causes wilting in beans) were
isolated from cowpea (Vigna unguiculata) plants.

4.3. Hemagglutination assay

Hemagglutinating activity was assayed in V-bottomed
96-well microtiter plates in a final volume of 100 ul
containing 30 ul of a 2% suspension of erythrocytes of
human and/or animals previously washed three times in
saline solution, and 50 ul of a two-fold serial dilution of
lectin solution. Agglutination was scored after 1 h at 37 °C
as the reciprocal of the highest lectin dilution giving
detectable agglutination [33]. Inhibition of hemagglutinat-
ing activity by several sugars (D-glucose, D-mannose,
D-maltose, D-lactose, D-sucrose, D-galactose, D-fructose
and N-acetyl- D-glucosamine) was examined by adding the
sugars at final concentration of 100 mM to the incubation
mixture above mentioned and scoring the hemagglutination
after t h. '

4.4. Protein aséay

Protein concentrations were determined as described by
Bradford [2], using BSA as a standard. Absorbance at
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280 nm was also used to determine the protein content of
colunm eluates and to monitor elution profiles during
chromatography.

4.5, Polvacrylamide gel electrophoresis

SDS-PAGE was performed in 12.5% polyacrylamide gel
as described by Laemmli [16].

4.6, Detection of sugars

Sugars were detected using Schiff's reagent as described
in Zacharius et al. {37]. The total neutral sugar content of
lectin was estimated colorimetricaily by the phenol/H,SC,
method [10]. using D-glucose as-a standard.

4.7. Lsaelectric focusing

tsoelectric focusing was done on a flat bed apparatus
(LKB/ Uppsala. Sweden). Ampholine solutions (40% viv)
in the pH range 3,5-9.5.and p/ standards {3.5-10) were used
and the gels were stained with Coomassie britliant blue-R as
described previously [32].

4.8. Effect of pH and temperature

The effect of pH and temperature on the hemagglutinat-
ing activity of the lectin was determined by incubating
lectin samples at various pHs for 1 h or at a defined
temperature for 30 min. The residual hemagglutinating
activity was assayed after adjusting the mixtures to pH 7.0
or 4 °C. At least five replicates were done for each test to
confinn the resulis. The means of these were compared by
one-way analysis of variance test. Duncan’s muitiple range
test (5% level} was used to determine the significance
between means.

4.9. Effect of EDTA, Ca** and Mn**

Partially purified lectin (5 mg) was dissolved in | m! of
150 mM NaCl and dialyzed exhaustively (48 h) against
0.2M EDTA to remove any metals associated with the
tectin. This was followed by dialysis {molecular mass
cut-off of tubing—12,000 kDa) against 0.15 M NaCl for
24 h. At the end of this period, hemagglutinating activity
was assayed in the absence and presence of added CaCl,
and MnCl,.

4.10. Purification of the lectin

Dehulled 7. esculenta seeds were ground finely and
extracted with five volumes of 150 mM NaCl for 24 h at
4°C followed by centrifugation at 10 000 g, for 30 min at
4 °C, The clear supernatant (crude extract) was diluted in
I50mM  NaCl and applied to a column (2.5c¢cm
(ID) x 80 cm) of Sephadex G-100 eguilibrated with the



M.G.M. Freire et al. / Plant Physiol. Biochen. 40 {2002} 61-68 67

same solvent. The column was initially etuted with 150 mM
NaCl followed by 100 mM HCl Hemagglutinating activity
was measured in the resulting fractions and the active
fractions were pooled, dialyzed and freeze-dried. A chitin
column (2cm x6cm: 20ml bed volume), prepared as
described by Hackiman and Goldberg [37], was equilibrated
with 50 mM phosphate buffer, pH 7.6, and used for affinity
chromatography. After adsorption of the proteins {10 mg of
protein in 1 ml of phosphate puffer), the column was
washed with the same buffer until the absorbance at 280 nm
returned to 0, after which the adsorbed lectin was eluted
with 100 mM HCL Fractions (2 mi) were collected and the
protein concentrations were estimated based on the absor-
bance at 280 nm. Hemagglutinating activity was measured
in the fractions after adjusting the pH to 7.0 as necessary.

4.1]. Molecular mass determination by gel filtration

The M, of the native lectin was determined using a
Protein-Pak 300 SW HPLC column (10um, 7.8 mm
(ID) % 300 mm) equilibrated with 100 mM PBS, pH 7.4,
containing 100 mM D-glucose or 100mM each of
D-glucose and D-mannose. The M, standards
(Pharmacia/Uppsala, Sweden) used were BSA (67 kDa),
ovalbumin (45 kDa), carbonic anhydrase {29 kDa} and cyio-
chrome ¢ (12.5 kDa).

4.12. Effect of the lectin on fungal growth

."To examine the effect of the lectin on the growth of fungi,
200 ui of cells (S. cerevisiae) and spores (F. oxysporum and
C. lindemuthianum) (20,000 mi~* of Sabouraud broth) were
placed in multiwell plates at 28 °C followed by the addition
of the lectin solution (800 ug mi™*). Optical readings were
taken at 660 nm at time zero and every 6 h for the following
60 h. A control without the addition of protein was also
used. The readings were taken against a blank containing
only culture medium. After 60, the cells were separated
from the growth medium by centrifugation (3 000 g),
washed once in 100 mM Tris-HCI, pH 8.0 to remove excess
medium and processed for observation by light microscopy
at magnification 400x. All the experiments were run in
triplicate and the averages of the readings, the standard
errors and coefficients of variation were calculated.

4.13. Protein sequencing

The partial N-terminal sequence was analyzed on 2
Shimadzu PPSQ-10 automated protein sequencer perform-
ing Edman degradation. Phenylthiohydantoin amino acids
(PTH-AA) were detected at 269 nm after separation on a
reverse phase C,;3 Wakopack Wakosil HPLC column
(4.6 mm % 25 mm) from Shimadzu, under isocratic condi-
tions, using 40% acetonitrile, 20 mM acetic acid and
0.014% sodium dodecyl sulfate as the mobile phase at a
fow rate of 1.0ml min! at 40°C. The sequence was
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submitted to automatic alignment, which was performed
using the NCBI-Blast search system.
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Four isolectins (TEL-I, TEL-H, TEL-III and TEL-IV) were isolated from seeds of Talisia esculenta

by reverse-phase high-performance liquid chromatography. RP-HPLC
. u-Bondapack C18 column {078 cm x

was performed on 2
30 cm) (Waters 991.PDA system) at room temperature,

Rechromatography of the four fractions on a C18 column under the same conditions yielded lectins
with two dissimilar subunits (M, 20 kD2 und 40 kDa) bound noncovalently. The isolectins showed
very similar characteristics, such as molecular masses, N-terminal sequences, and hemaggkutinating
activity, but differed in their isoelectric points and in inhibition by carbohydrates.

KEY WORDS: Isolectin: reverse-phase HPLC: Talisia esculenta seeds.

1. INTRODUCTION

Proteins or glycoproteins exhibiting specific interactions
with saccharide residues are associated with the seeds of
several plant lectins. The hemagglutinating activity asso-
ciated with such lectins has generally been the basis for
their detection and purification and has led to their ex-
ploitation as probes for the study of different biological
functions (Riidiger, 1997, 1998).

Recently, we purified and partially characterized a
lectin from the seeds of Talisia esculenta {Sapindaceae)
(Freire et al., in press). This lectin (TEL)* showed two
protein bands in SDS-PAGE (M, 20 kDa and 40 kDa) and
agglutinated human and animal erythrocytes. Of the vari-
ous sugars tested, the lectin was best inhibited by man-
nose. A search of sequence databases showed that the
N-terminal sequence had no homology to any known
protein. '

! Departamento de Bioquimica, Instituto. de Biclogia, Universidade
Estadual de Campinas (Unicamp), Campinas, SP, Brazil,

2Centro de Biociéncias e Biotecnologia, Universidade Estadual do
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*To whom correspondence should be addressed at Departamento de
Ciéncias Naturais, Universidade Federal de Mato Grosso do Sul, Av.
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e-mail:bioplant@bestway.com br
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Many lectins have been purified by affinity chro-
matography en immobilized carbohydrates. However,
the lectins thus obtained are not always homogenous and
can be a mixture of isolecting (Matsumoto er al., 1987).
For the purification of isolectins, methods such as gel fil-
tration. ion-exchange chromatography, chromatofocus-
ing, and high-performance hydrophobic interactions
have been used (Suzuki er al., 1990; Anuradha and Bhide
1999; Kilpatrick er al,, 1983; Abrecht er al, 2000y,

The presence of isolectins has been reported in
plants (Machuka et al., 1999; Anuradha and Bhide, 1999;
Harata and Muraki, 2000). Because TEL was purified by
chitin affinity chromatography, we decided to investigate
the presence of isolectins in the seeds of T. esculenta in
order to better understand the physiological roles and
structure-function relationships of these proteins. This is
the first report to describe the isolation and characteriza-
tion of isolectins from the family Sapindaceae,

* Abbresiations: BSA, bovine serum albumin; DTT, dithiothreitol;
HPLC. high performance Yiquid chromatography; Mr, relative mass;
PVDF, polyvinylidene difiuoride membrane; RP-HPLC, reverse-
phase high-performance lignid chromatography; SDS-PAGE,
sodium dodecyl sulfate polyacrylamide gel electrophoresis; TEL,
lectin of Talisia esculenta; TEA, acetenitrite and trifluoroacetic acid:
Tris, tristhydroxymethyhaminomethare.

0277-3033/510300-5495519.50/0 © 2001 Flerum Publishing Corporation
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2. MATERIALS AND METHODS

2.1. Plant Material

T. esculenta (St Hil.) Radik., known locally as pi-
tomba, belongs to the family Sapindaceae and occurs in
north and northeastern Brazil. The fruit of T. esculenta is
consumed by humans and birds, the latter acting as seed
dispersers. The seeds used in this study were collected in
the State of Ceard, northeastern Brazil.

2.2. Isolation of Isolectins

Twenty milligrams of lyophiiized TEL, prepared as
described by Freire ef al. (in press), were dissolved in
250 pL of 0.1% (v/v) trifluoroacetic (solvent A). The re-
sulting solution was clarified by centrifugation at 10,000 g
for 3 minutes and the supernatant applied to a u-Bonda-
pack C18 cotumn (0.78 cm X 30 cm} (Waters 991-PDA
systemn). The column was eluted with a linear gradient
(0-100%, v/v) of acetonitrile (solvent B) at a flow rate
of 2.0 mL/min. The elution profile was monitored at 280
nm and fractions were collected, lyophilized, and rechro-
matographied on a2 CI8 column under the same condi-
tions. Four major peaks were identified as being lectins
based on their agglutinating activity.

2.3. Hemaggtutination and Carbohydrate Inhibition

Hemagglutinating activity was assayed using rat
erythrocytes washed three times with 0.85% NaCl and
resuspended to give a2 2% (v/v) suspension. Serial two-
fold dilutions of the sample (50 pL) with saline solution
were done in microtitre plates, and 50 pL of the ery-
throcyte suspension was then added to each well
Hemagglutinating activity was expressed as the recipro-
cal of the highest dilution showing positive agglutination
after incubation at room temperature for 1 hour.

The inhibitory activity of carbohydrates was exam-
ined by adding 50 pL of serial two-fold dilutions of a sugar
solution (100 mM) 1o an equal volume of lectin. After a
30-minute incubation, 50 pL of the erythrocyte suspension
were added and the hemagglutinating activity was scored
after 1 hour. The maximum dilution of the test solution
capable of inhibiting hemagglutination was recorded. The
lowest concentration of sugar blocking hemaggiutination
was expressed as the 50% inhibitory concentration.

2.4. Two-Dimensional Gel Electrophoresis

Approximately 5 ng of protein was added to 340 pL
of sample buffer containing § M urea, 4% CHAPS, 2%
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carrier ampholytes pH 3-10, 70 mM DTT, and 0.001%
bromophenol blue {ali reagents were from Amersham
Pharmaacia Biotech, except for DTT, which was from
Biorad). The samples were applied to IPG strips with a
pH 3-10 nonlinear separation range (catalog number
17-1235-01, Amersham Pharmacia Biotech). After a 10-
hour rehydration, isoeleciric focusing was done, at 20°C
for 1 hour at 500 V., 1 hour at 1000 V, and 10 hours at
8000 V in an IPGphor apparatus (Amersham Pharmacia
Biotech). The limiting current was 50 p.A per strip. Strips
were then soaked for 10 minutes in a solution containing
50 mM Tris-HCH (pH 6.8}, 6 M urea, 30% glycerol, 2%

SDS, and 2% DTT, foliowed by an additional 13 minutes

in the same solvent containing 2.5% icdoacetamide instead
of DTT. Second dimension electzophoresis (SDS-PAGE)
was done in an SE-600 system connected to a Multitemp
II refrigerating system {Amersham Pharmacia Biotech).
After laying the strip on the top of a 12.5% polyacrylamide
gel and sealing it with agarose, the gels were run for 1 hour
at 90 V, after which a constant amperage of 30 mA per gel
was applied until the migration front reached the lower end
of the gel. Proteins were detected by a standard silver ni-
trate staining protocol (Blum er al.,, 1987).

2.5. Neutral Sugar Content

Estimation of the carbohydrate content of the lectin
samples was done by the phenol sulphuric acid method
(Dubois et al., 1956), using D-glucase as a standard.

2.6. Molecular Mass Determination by Gel Filtration
and Sodium Dodecyl Sulfate-Polyacrylamide Gel
Electrophoresis (SDS-PAGE)

The M, of the native lectin was determined using
a Protein-Pak 300 SW HPLC column (10 pm, 0.78 cm
X 30 cm) equilibrated with 100 mM PBS, pH 7.4. The
M, standards (Pharmacia) used were bovine serum
albumin (67 kDa), ovalbumin {435 kIDa), carbonic anhy-
drase (29 kDa), and cytochrome ¢ (12.5 kDa), SDS-
PAGE was done in 12.5% polyazcrylamide gel, as
described by Laemmli (1970).

2.7. Deglycosylation with Endoproteinase H

The isolectins were deglycosylated with endogly-
cosidase H. For this, 15 g of each protein was incubated
with 1.5 mL of endoglycosidase H (0.015 U) and 5 mL
of 100 mM sodium citrate buffer, pH 5.5. The reaction
was allowed to proceed for 12 hours to 37°C and then
stopped by heating to 100°C for 5 minutes.
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2.8. Protein Sequencing

For N-terminal sequence determination, Coomassie
blue-stained gels were electroeluted onto PVDF mem-
branes (Pharmacia). The proteins bands were excised
from a single membrane and then analyzed with a Shi-
madzu PPSQ-10 automated protein sequencer using
Edman degradation. Phenylthichydantoin amino acids
(PTH-AA) were detected at 269 nm after separation on a
reverse phase C18 Wakopack Wakosil HPLC column
{0.46 cm X 0.25 cm) (Shimadzu) under isocratic condi-
tions, using 40% acetonitrile, 20 mM acetic acid, and
0.014% sodium dodecy! sulfate as the mobile phase at a
flow rate of 1.0 mL/min at 40°C. The sequence align-
ment. and homologies were obtained using the NCBI-
Blast search system.

3. RESULTS

RP-HPLC chromatography of TEL resulted in
four major peaks—TEL-1, TEL-II, TEL-1II, and TEL-
{V—which were eluted with 37%, 46%, 48%, and 51%
of acetonitrile, respectively (Fig. 1A). Figure IB
shows the rechromatography on a CI18 column with a
0-100% acetonitrile gradient; peaks I-IV eluted at 18,
34, 37 and 42 minutes, respectively. All four peaks
were capable of agglutinating human A and rat ery-
throcytes (Table I). Hemagglutination by the isoforms
was best inhibited by carbohydrates as follows: D-
galactose and D-glucose for TEL-I; D-sucrose, D-lac-
tose, D-mannose D-glucose, and N-acetyl-glucosamine
for TEL-II; D-lactose and D-glucose for TEL-III; and
D-sucrose, D-maltose, and D-mannose for TEL-IV.

TEL I-1V were not homogenous, but all compo-
nents in the preparations could be separated by two-
dimensional PAGE (1 st; isoelectric focusing, 2 nd;
SDS-PAGE). The major spots were located at pl 5.18-
5.34 (Fig. 2A,B,E) and pl 6.28-6.62 (Fig. 2C,D) at about
40 kDa. The minor spots were located at pl 5.98-7.51 (Fig.
2B,C.D), 5.18-5.34 (Fig. 2A} and 5.34-7.51 (Fig. 2E) at
about 20 kDa, Isoelectric focusing indicated the presence
of a large number of species in the pH range of 5.18-6.28
(40 kDa subunit of TEL-I and TEL-IV), suggesting the
presence of negative charges in these fractions, and in the
pH range 6.28-6.62 (40 kDa subunit of TEL-II and TEL-
111}, indicating the presence of reutral amino acids.

The total neutral sugar content of T. esculenta iso-
lectins was around 16%.

To determine the molecular structure of the
isolectins, the purified proteins were analyzed by SDS-
PAGE and gel filtration. The apparent molzcular mass of
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all four isolectins determined by gel filtration was 20 and
40 kDa (Fig. 3A); gel electrophoresis confirmed that the
isolectins consisted of two non-covalently bound sub-
units (20 and 40 kDa) (Fig. 3B). '

After exhaustive digestion of the Endo H to remove
the N-linked glycans, the isoforms were examined by
SDS-PAGE (Fig. 3C). The mobility of the four deglyco-
sylated proteins was the same as the untreated samples.
The N-terminal sequence of the first nine amino-acids in
the 20 kDa subunit (SEPLYDING) was identical in alf of
the isolectins (Table II).

4. DISCUSSION

The rechromatography of TEL by RP-HPLC yelded
four peaks (isolectins) with hemagglutinating activity.
This method was also used by Eloumami er. af. (1990) to
purify soluble heparin-binding lectins from human brain.

The four major peaks, TEL-I, TEL-IJ, TEL-III and
TEL-IV. were able to agglutinate human A and rat ery-
throcytes, although these were differences in potency.
This observation suggests that there may be functional as
well as structural differences among. these isolectins.
This possibility was also discussed by Pratt er al. (1990)
for lectins isolated and characterized from beans. When
the biological activity of the isoforms (Table I) was
compared with that of the native protein, a great loss of
activity was noted, probably because of the purification
method (RP-HPLC on C18) used. '

The carbohydrate binding specificity of the TEL

isoforms was assessed by hapten inhibition assays. The

agglutinating activity of TEL-I, TEL-II, TEL-1II, and
TEL-IV in rat erythrocytes was inhibited to different ex-
tents by varjous carbohydrates. This finding indicated
that isolectins had distinct carbohydrate-binding proper-
ties, as also shown by others (Animashaum ef al., 1994).
The amino acids present in the isolectins contribute to
the overal charge of the molecule, and this may influence
lectin-receptor interactions and subsequent bioactivity.
Similar observations were made by Qoi er al. (2000), who
isolated mannose-specific isolectins with different hemag-
glutinating potencies from Narcissus tazerta leaves.
Two-dimensional gel analysis of the four purified
TEL fractions revealed the presence of four hetero-
dimeric lectins made up of subunits with molecular
masses of 20 kDa and 40 kDa. The mobility in the sec-
ond dimension of the gel showed several spots distrib-
uted over a pl of 5.18 to 6.28 {40 kDa) and 6.28 to 6.62
{20 kDa). The isolectins were located in two distinct pH
ranges, with the average values being slightly more acidic
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Fig. 1. (A) Elution profile of T. esculenta isolectins at 280 nm following RP-HPLC on a
preparative p-Bondapack Cyq column; {B~E) Following the first run (A), the conditions were

optimized for the separation of isolectins I,

because of small differences in their amino acid compo-
sition. The Pl of TEL-I and TEL-IV (5.18-6.28, 40 kDa
subunit) was slightly higher than that of KM+, a lectin
from Artocarpus integrifolia (4.0-5.2) (Santos-de-
Oliveira ef al., 1994), whereas the Pl of TEL-II and TEL-

11,11, and IV by 2 second run on the same column.

HI (6.28-6.62, 40 kDa subunit) was similar to that of
Dioclea lehmanni (6.55-6.60) (Pérez, 1998).

The neutral sugar content of the four isolectins was
around 16%, which is higher than that of lectins from
Vatairea macrocarpa (7.9%) (Cavada et al., 1998) and
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Table I. Hemagglutination and Carbohydrate Inhibition of Lecting from 7. esculenta Seeds

Isolecting from 7., esculenta seeds

Hemagglutination (T)*

or carbohydrate inhibition (ACY TEL TEL-} TEL-II TEL-HI TEL-1V
Human erythrocytes {type A) 6 4 5 3 4
Rat erythrocytes 10 1 2 1 H
D - Sucrose > 100 12.5 12.5 123 125
D - Lactose > 100 12.5 12.5 6.2 25
D - Maltose 12.5 12.5 50 12.5 12.5
D - Galactose 100 6.2 25 12.5 25
D - Mannose 0.3% 25 12.5 125 12.5
D - Fructose 25 12.5 25 [2.5 25
D - Glucose 33 6.2 12.5 ) 6.2 25
N-Acetyl-glucosamine 6.2 [2.5 125 12.5 50

“Titre is defined as the reciprocal of the endpoint dilution which caused detectable agglutination of erythrocytes.
The final lectin concentration was 25 pg/mL in the first well of the muldwell plate.
ICso: concentration required to inhibit hemagglutinating activity by 50%. The amount of isolectin used in these

assays was 25 pg.

TEL

TEL-i

TEL-H

TEL-IV

Fig. 2. Two-dimensional gel electrophoresis of the isolectins purified by
RP-HPLC chromatography. The components of TEL and the isolectins 1,
11, I, and IV were separated using a pH gradient from 3.0 to 10.0 in the
first direction and then by SDS-PAGE {12.5%) in the second direction.

164

Araucaria brasiliensis (6.3%) (Datta et al., 1993) but
similar to the lectin from latex from Euphorbia chara-
cias (11.3%) (Barbieri et al,, 1983).

The M, of TEL, estimated by gel filtration on a
Protein Pak 300 SW HPLC columm, indicated that the
isolectins eluted with molecular masses 40 kDa and
20 kDa, indicating that all the lectins interacted with the
chromatographic matrix. These results were similar to
those reported by Animashaun er al. (1994), who char-
acterized isolectins from Tetracarpidium corophorum
seeds, and by Wongkham er al. {1995), who studied
isolectins in Artocarpus lakoocha seeds.

Gel electrophoresis of the isolectins rechro-
matographed on a C18 column under the same condi-
tions as the initial RP-HPLC revealed two proteins bands
of 20 kDa and 40 kDa, respectively, under reducing and
nonreducing (data not shown). After deglycosylation
with endoglycosidase H, there was no change in the
molecular mass of the isolectins in SDS-PAGE. This ob-
servation suggests that endo-H digestion was ineffective
in removing the carbohydrate units.

The N-terminal amino acid sequences of the iso-
lecting showed a high degree of homology among them-
selves, but no homology to other lectins.

Tabie Il Comparison of the N-Terminal Sequences of Isolectins
from 7. esculenta Seeds

Fractions Position initial Sequence

TEL I SEPLYDINGDEVTTSXIYYI
TEL-{ 2 SEPLYDING

TEL-II 2 SEPLYDINGDKVVTGXEY
TEL-II{ H SEPLYDINGDESTTGXXYXX
TEL-IV I SEPLYDINGDEPNT
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Fig. 3. (A) Purified protein fractions analyzed by gel fltration on a Protein Pak 300 SW HPLC columx; (B) SDS-PAGE (12.5%) of purified
fractions of TEL: Lane §, TEL: L;mes 2-5, the isolecting I, IL 111 and IV, respectively. {C) SD3-PAGE (12.5%) of TEL isolectins after
endogiycosidase H treatment.

This is the first report of isolectins in the family
Sapindaceae. The four isolectins showed very similar
molecular masses, N-terminal sequences, and hemagglu-
tinating activity, but differed in their isoelectric points
and in their inhibition by carbohydrate.
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Abstract

Bruchid larvae cause major losses in grain legume crops throughout the world. Some bruchid species, such as the cowpea weevil and the
Mexican bean weevil, are pests that damage stored seeds. Plant lectins have been implicated as antibiosis factors against insects, particularly
the cowpea weevil, Callosobruchus maculatus. Talisia esculenta lectin {TEL) was tested for anti-insect activity against C. maculatus and
Zabrotes subfasciatus larvae. TEL produced ca. 90% mortality to these bruchids when incorporated in an atificial diet at 2 level of 2% (wiw).
The LDsp and EDsp for TEL was ca. 1% (w/w) for both insects. TEL was not digested by midgut preparations of C. maculatus and Z,
subfasciatus. The transformation of the genes coding for this lectin could be useful in the development of insect resistance in important
agricultural crops. © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.

Keywords: Talisia esculenta lecting Callosobruchus maculatus, Zabrotes subfusciatus; Resistance

1. Introduction

The grains of legumes such as the cowpea (Vigna ungui-
culata (L.) Walp) are important sources of dietary proteins
and carbohydrates in many countries, especially in sub-
Saharan Africa and elsewhere in the tropics. Cowpea is also
a source of animal fodder and income for many poor
families. The cowpea plant has a low level of resistance to
insects and microorganisms, and consequently produces very
low crop yields [1]. A grain potential of over 1500 kg/ha is
never obtained without the use of synthetic insecticides [2].
One of the most important insect pests of the cowpea is the
bruchid weevil Callosobruchus maculatus (F.) (Coleoptera),
which attacks the seeds during storage, severely affecting the
quality and storability of the produce. In severe periods of
infestation, post-harvest seed losses caused by C. maculatus
can reach 100% within a period of 6 months [3].

" Cormresponding author. Departamento de Ciéncias Naturals, CEUL,
Universidade Federal do Mato Grosso do Sul (UFMS), Avenida Capitdo
Olintoe Maneini, 1662, Colinos C.P. 210, 79603-011, Trés Lagoas, MS,
Brazil. Fax: +55-67-521-1228,

E-mail address: bioplant@terra.com.br (M.L.R. Macedo).

The Mexican bean weevil, Zabrotes subfasciatus (Boh.),
is widespread throughout the tropics and subtropics, as a
major pest of legumes {4] such as Phaseolus vulgaris (L.), P
funatus (L.) [5-7] and V. unguiculata (L.) Walp. (cowpea)
seeds [8]. This bruchid develops well in C. maculatus (F.)
with resistant cowpea seeds [9]. Controlling these Bruchidae
generally requires the use of chemical insecticides which are
toxic to humans and domestic animals and harmful to the
environment {10]. Several environmentally acceptable con-
trol measures, mostly based on plant-derived products, have
been suggested [11].

Resistance in crop plants can be mediated by a wide range
of metabolic products, including primary (e.g. proteinase,
amylase inhibitors and lectins) and secondary metabolites
{e.g. alkaloids, tannins and rotenocids). Modified forms of the
7S storage proteins (vicilins), have been implicated in pro-
tection against C. maculatus in some cowpea cultivars [4,9].
Canatoxin, a toxic protein isolated from Canavalia ensifor-
mis, was also shown to be highly toxic when fed to C.
maculatus {12]. Zeatoxin, a glycoprotein isolated from Zea
mays seeds, was toxic to C. maculatus when supplied as a
diet of artificial seeds [13]. Arcelin has insecticidal properties
against Z. subfaciatus, as do phytohemagglutinins (PHA)

0304-4165/02/3 - see front matter © 2002 Elsevier Science B.V. All rights reserved.
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and a-amylase inhibitors {wAl), all of which are members of
the bean lectin-like protein family {14}

Several studies have indicated the importance of bio-
assays for assessing the ability of plant compounds to impart
resistance [15-17].

There is increasing evidence that lectins can protect
against insects and other herbivores [18,19]. Lectins form
a large group of heterogenous proteins that bind carbohy-
drates on the surface of responsive cells, including the
epithelial cells of animal digestive tracts [20]. Lectins with
specificity for mannose residues appear to be insecticidal for
many insects, inciuding homopterans, coleopterans and
lepidopterans [21]. The inclusion of lectins in artificial diets
or in thelr topical application to these arthropods has shown
that these proteins may be insecticidal [22].

Tolisia esculenta (St. Hil) Radlk., locally known as
pitomba, belongs to' the family Sapindaceae and oceurs in
northemn and northeastern Brazil. The fruit of I7 escudenta is
consumed by humans and also by birds, the latter acting as
dispersers for the seeds. Popular information mentions that
chickens die after ingesting the fruit. Recently we purified
and characterized {23] a novel lectin from 7 esculenta seeds
(TEL), the first of its kind from the family Sapindaceae.
TEL showed two protein bands in SDS-PAGE (M, =20,000
and 40,000 kDa) and agglutinated human and animal
erythrocytes. Of the various sugars tested, the lectin was
best inhibited by rmannose. The lectin inhibited the growth
of the fungi Fusarium oxysporum, Colletotrichum lindenu-
thianum and Saccharomyces cerevisiae [24].

In this work, we investigated the ability of a lectin from 7.
esculenta (TEL) to inhibit the larval growth of €. maculatus
and £. subfasciatus and evaluated the susceptibility of this
protein to digestion by papain, pepsin and proteolytic
enzymes present in the midgut of these two weevil species.

2. Materials and methods

2.1. Plant material B

T esculenta seeds were collected in the State of Ceara
(Brazil). Cowpea (¥ unguiculata) seeds of the cultivar
Epace 10 were supplied by the Centro de Ciéncias Agrarias,
Universidade Federal do Ceara, Fortaleza, Brazil, where
they were developed. ,

2.2. Preparation of TEL

T -esculenta lectin was prepared according to Freire et al.
[23]. Dehulled T. esculenta seeds were finely ground and
extracted (1:5 meal to buffer ratio) with a 150 mM NaCl
solution for 24 h at4 °C and then centrifuged at 10,000 X g,
for 30 min at the same temperature. The clear supernatants
{=crude extracts or CE) were used to determine the protein
content and hemagglutinating activity. The CE was diluted
in 150 mM NaCl and applied to a Sephadex G-100 column
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(2.3 > 80 cm) equifibrated with the same solution. The
lectin-rich fraction was recovered and applied to a chitin
column (20 ml) equilibrated with 50 mM phosphate buffer,
pH 7.6, and eluted with 100 mM HCL The purified lectin
were dialyzed and lyephilized.

2.3. Chitinase activiy

Chitinase activity was measured with chitin azure (Sigma
Chemicals, St. Louis) as substrate employing the colorimet-
ric assay as described by Hackman and Lafon [25]. One unit
of activity was defined as the concentration of chitinase that
preduces an absorbance difference of 0.001.

2.4. Assay of inhibitory activity determination

Trypsin inhibitory activity was deternined by measuring
the remaining hydrolytic activity of trypsin towards the
substrate BAPNA at pH 8.0 afler pre-incubation with
inhibitor [26). The ability to inhibit other proteinases such
as chymotrypsin and papain were assayed as described by
Xavier-Filho et al. {27]. The inhibition of porcine pancreatic
a-amylase was measured according to the method in Bem-
feld [28]. The assay employed soluble starch {1%) as the
substrate.

2.5, Insects

The colonies of C. maculatus and Z. subfasciatus utilised .
used were originally supplied by Dr. J.H.R. Santos (Centro
de Ciéncias Agrérias, Universidade Federal do Ceard, For-
taleza, Brazil). The insects were housed at 28+ 1 °C, a
relative humidity of 65-75%, and were fed the seeds of a
susceptible cowpea cultivar (Epace-10).

2.6. Insect biocassarvs

To examine the effects of TEL on C. maculatus and Z.
subfasciatus development, the artificial seed system previ-
ously developed by Macedo et al. [4] was used. Artificial
seeds (ca. 400 mg each) were made from finely ground
cowpea seeds (Epace J0 cultivar) using a cylindrical brass
mal and a hand press. Artificial seeds containing TEL at
concentrations of 0.25%, 0.5%, 1%, and 2% (w/w) were
obtained by thoroughly mixing the lectin with cowpea seed
meal and pressing as described above. Each treatment had
five artificial seeds and were replicated three times for each
of the above concentrations. After a 48-h period for adjust-
ment in the growth chamber, the seeds were offered to nine
2-3-day-old fertilized females. After allowing 24 h for
oviposition, the number of eggs per seed was reduced to
five (n=25 X 3). Following incubation for 20 days at 28 °C
and 70-75% relative humidity, the seeds were opened and
the weight and number of larvae were determined. Control
artificial seeds were made with Epace-10 cultivar meal
containing no added lectin.



Linear regression analysis was used to describe the
response of C. maculatus and Z. subfasciatus to a series
of doses of TEL. Effective doses for 50% response (EDgg)
are the concentrations fractions that decrease the mass of the
larvae to 50% of the mass of the control. Lethal doses
{LDsg) are the concentrations of the fractions that protein
the number of larvae to 50% of the number found in contro}
seeds. X=dose and Y mean weight or percentage mortality.
Because of the range in mortality percentages (9.7—-88.9%
and 12.3-95.5% for C. maculatus and Z. subfasciatus,
respectively) for the TEL regression analysis, percentages
were not transformed.

2.7. Digestion of TEL

Larval gut homogenates were prepared as described by
Macedo et al. [13]. For this, the midguts of 200 larvae from
each species were dissected and-extracted in 1 ml 0.1 M
acetate buffer pH 5.6, I mM cysteine and 3 mM EDTA.
TEL was incubated with the midgut (2 mg/mb) in 100 mM
acetate buffer, pH 5.6, containing | mM cysteine and 3
mM EDTA for 3, 6, 12, 24, 48 and 72 h at 37 °C. The
digestion was stopped by immersing the tubes in boiling
water for 2 min.

TEIL was also digested with pepsin and papain at a
substrate/proteinase ratio of 20:1, for 10 min, and 0.5, 1,
2,4, 8and 16 h at 37 °C in 0.01 M phosphate buffer, | mM
cysteine, 3 mM EDTA, pH 6. The digestion was stopped as
described above [29].

2.8. Gel electrophoresis

The relative molecular weights of the digestion products
were estimated by polyacrylamide gel electrophoresis [30].
The proteins used as molecular weight standards for SDS-
PAGE were phosphorylase b (94 kDa), bovine serum
albumin (66 kDa), ovalburnin (43 kDa), carbonic anhydrase
(30 kDa), trypsin inhibitor (20.1 kDa) and o-lactoglobulin
(14.2 kDa).

2.9. Statistical analysis

All data were examined using one-way analysis of
variance (ANOVA) (General Linear Models on GLM pro-
cedure). The Student—Neuman-Keul’s test was used to
identify the means which differed if the ANOVA test
indicated significance. A p value <0.05 was considered to
be significant.

3. Resulfs and discussion
Several lectins with detrimental effects on the growth of
insects have been isolated from plants, especially their seeds

[31~34]. The present study was done to examine the action
of a I. esculenta lectin (TEL), with chitin-binding proper-
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ties, on the growth of C maculams and Z subfasciatis
larvae, and to assess the susceptibility of TEL to digestion by
papain and pepsin and by acidic proteolytic enzymes from
the midgut of the two weevils. TEL is a dimer containing
chains of approximately 20 and 40 kDa, which is inhibitec
by mannose and glucose and also binds to a chitin affinity
coiumn [24]1.

The levels of trypsin-, chymotrypsin-, papain, and -
amylase inhibitors and also chitinase in the TEL were found
be negligible when the proteins were at a concentration of
-3 mg/ml.

The effect of TEL on the development of C. macuiatus
and Z. subfasciatus were assessed by determining the
number and the mass of surviving larvae 20 days after
oviposition in artificial seeds containing increasing amounts
of TEL. The dose-response effect of TEL on the growth
and mortality of the weevil larvae is shown in Figs. 1 and 2.
The concentration of the lectin used (0.5-2.0% {w/w) occur
naturally in legume seeds and were similar to the concen-
trations used by other workers [32]. The effect of dietary
TEL on cowpea weevil mortality and weight at day 20 is
presented in Fig. la and b. The mortality and weight of
cowpea weevil larvae feeding on control seeds (represented
by the F-intercept value) was ca. 9.7% and 2.4 mg. respec-
tively, while a seed containing 1.0% TEL produced an
estimated 50% mortality (L.Dsg) and a decrease of 50%
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Fig. L. Effect of dietary TEL on C. maculatus within-seed artificial larval
(a) monality and (b) weight, using an artificial seed bioassay. Yintercept in
(a) is mortality and (b) is weight of larvae in control seeds. Each point has
an n 2 25. Error bars indicate standard error of the mean.
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Fig. 2. Effect of dietary TEL on Z. subfasciatus within-seed anificial farval
(a) mortality and (b) weight, using an attificia seed bioassay. Fintercept in
{a) is mortality and (b} is weight of larvae in control seeds. Each point has
an n= 25, Error bars indicate standard error of the mean.

weight (EDsp). Regression analysis showed that for every
(.1% increase in TEL dose, there was a 3.95% increase in

mortality with an R” value 0.98. For each increase in dose of

0.1% TEL, there was a 0.1 mg decrease in weight: the R*
value was 0.92.

The effect of dietary TEL on Z. subfasciatus mortality and
weight at day 20 is presented in Fig. 2a and b. The mortality
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Fig. 3. SDS-PAGE patterns of TEL digested by a mixture of pepsin and
papain. (E) pepsin + papain; (M} molecular mass markers.

170

kDa

94 ww— 3
66“ MRS
43 e

ef wﬂwmﬁa

- d8eong

14.2 " o a e chod B

MRS ey

M TEL GUT 3h  6h 12h 24h 48h 72h

Bigestion time
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and weight of Z. subfasciatus larvae feeding on control seeds
was ca. 12.3% and 3.6 mg, respectively, while a seed
containing 0.94% TEL produced an estimated 50% mortality
{LD:) and an decrease of 50% weight (EDsq) at 1.1%,.
Regression analysis showed that for every 0.1% increase in
TEL dose, there was a 4.14% increase in mortality with an R*
value 0.99. For each increase in dose of 0.1% TEL, there was
a 0.16 mg decrease in weight: the R vahie was 0.98.

TEL produced ca. 90% mortality at the 2% level, with an
LDsy of ca. 1% for the two species. Figs. 1b and 2b show a
plot of the mass of surviving larvae vs. TEL concentrations
in the same artificial seeds. TEL had a strong negative effect
on the weight of C. maculatus and 7, subfasciarus larvae
which was particularly evident for the former species at 1.0%
TEL. The LDs, of 1.0% for TEL was comparable to the
concentrations {0.1~1.0%) at which wheat germ agglutinin
and rice and stinging nettle lectins caused 51.7%. 58.5% and
65% mortality, respectively, all of these chitin- -binding pro-
teins are detrimentat to C. maculatus {351
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Fig. 5. SDS-PAGE patterns of TEL digested by a midgut preparation of Z.
subfasciatus (GUT): (M) molecular mass markers.
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At 1.0% TEL, the weight of Z subfasciais larvae
decreases by about 50%. While several reports have shown
the effect of lectins on the development of C maculats,
to date, only arcelins have been reported to inhibit the
larval growth of Z subfasciatus; this inhibition could
account for the resistance of arcelin-containing seeds to
attack by weevils [16,31]. A comparison of the amino acid
sequences of arcelins with other seed proteins showed that
they belong to the bean lectin family that includes phytohe-
maggiutinin and o-amylase inhibitor. Arcelins have weak
lectin activity {31].

The mechanism by which lectins exert their toxic effects
in insects are poorly understood, but the molecules first have
to bind to ‘receptors’ on the midgut epithelium, resulting in
subsequent systemic effects [36,37]. Another possibility is
that the lectins may bind to the peritrophic membrane in the
midgut region. This membrane exists in most phytophagous
insects and is composed primarily of chitin (containing
N-acetylglucosamine residues) and proteins {38)]. The peri-
trophic membrane forms a barrier to protect the midgut epi-
thelium from abrasive food particles. Lecting may bind to
this membrane and prevent or enhance movement between
the endo- and exoperitrophic space or prevent the formation
of the membrane itself [39]. Lectins can also interfere with
digestive enzymes and assimilatory proteins, thereby inhib-
iting food digestion and absorption. This action may con-
tribute to the overall detrimental effect of lectins on nutrient
absorption [40].

Depending on their resistance to gut proteolysis and on
their specificity for carbohydrate receptors, lectins may bind
to different parts of the small intestine to cause various
changes in function and morphology [41]. We therefore
examined the susceptibility of TEL to the action of papain
and pepsin and to acidic proteolytic enzymes from weevil
midgut homogenates. The digestion of TEL by pepsin
{aspartic proteinase} and papain (cysteine proteinase) at
pH 6.0 was studied as a model for the action of midgut
aspartic and cysteine proteinases in €. maculatus and Z.
subfasciatus reared on the seeds of V. unguiculata [42].
After 16 h of incubation with a mixture of pepsin and papain
(1:1) a 40-kDa subunit of TEL was hydrolyzed. In contrast,
20 kDa subunit began to be hydrolyzed in the first 10 min of
incdbation {Fig. 3). The digestion products had relative
molecular masses ranging from 4.2 to 20 kDa. When
incubated with the enzymes of C. macutarns and Z. sub-
Jasciatus, there was virtually no digestion of TEL after 48 h
of incubation (Figs. 4 and 5).

The action of TEL on C. maculatus and Z. subfasciatus
larvae may involve: (1} binding of TEL to glycoconjugates
on the surface of epithelial cells along the digestive tract, (2}
binding of TEL to glycosylated digestive enzymes, thereby
inhibiting their activity, (3) binding to chitin component of
the peritrophic membrane (or equivalent structures) in the
weevil midgut [43], and {4) a strong resistance of TEL to
digestion by midgut aspartic and cysteine proteinases in C.
maculatus and Z. subfasciatus.
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In conclusion, TEL is the first lectin of the family Sa-
pindaceae to show a strong inhibitory effect on the develop-
ment of C. maculatus and is also the first vegetable lectin to
exert similar inhibition on the Z. subfasciarus.
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ABSTRACT

A novel lectin from Talisia esculenta seeds (TEL) has been recently purified
and characterized. In this study we investigated the proinflammatory activity of TEL
using both the air-pouch and peritoneal cavity as well as paw oedema models. TEL
(10-40 pg) induced a significant neutrophil and mononuclear cell recruitment when
injected into either mouse air-pouch or peritoneal cavity. The neutrophil accumulation
into the air-pouch was dose-and time-dependent with a maximal response at 16 h,
returning to control levels at 72 h whereas maximal mononuclear cells accumulation
was observed at 24 h after TEL injection. The same profile of neutrophil accumulation
was observed when this lectin was injected into mouse peritoneal cavity, although the
maximal mononuclear cells recruitment was observed 48 h afier TEL injection.
Additionally, TEL (12.5-200 pg/paw) dose dependently increased the microvascular
permeability in the mice paw. D-mannose, better than D-glucose, significantly
inhibited TEL-induced neutrophil migration into peritoneal cavity or air-pouch model.
The carbohydrate D-galactose had no effect on TEL-induced neutrophil migration in
either cavities studied. On the other hand, D-mannose slightly inhibited the TEL-
induced paw edema, whereas neither D-glucose nor D-galactose affected this
phenomenon. In conclusion, our data show that TEL induces neutrophil and
mononuclear celi accumulation by a mechanism related fto their specific sugar-
binding properties.

Keywords: Talisia esculenta lectin, mouse paw edema; leukocyte immigration



1. Introduction

Plant lectins can mimic endogenous mammalian lectins and therefore have
been widely used to study physiopathological processes (Bento et al., 1993; Lima et
al., 1999). The isolation and characterization of plant lectins were traditionally carried
out from dry seeds of leguminous species (Chrispeels and Raikhel, 1991). More
recently, the lectins have also been found in numerous other plant families (Etzler,
1986; Van Damme et al,, 1995).

Previous studies reported that plant lectins act as potent mitogens, ingucing in
vitro proliferation of human lymphocytes by cytokine-independent mechanisms (lto et
al., 1984; Borreback and Carison 1989). Additionally, lectins isolated from Dioclea
grandiflora (Moreira et al., 1983), Canavalia brasiliensis (Moreira et al., 1984) and
Soybean agglutinin (Benjamin et al., 1997) induce a typical in vivo inflammatory
response characterized by dose-dependent plasma protein exudation and neutrophil
migration in the rat (Bento et al., 1993). A neutrophil migration-inducing lectin was
also found in Arfocarpus infegrifolia seeds (Santos-de-Oliveira ef al., 1994). In mice,
lectin isolated from D. grandifiora induces an inflammatory cutaneous reaction
accompanied by influx of polymorphonuclear leukocytes (Silva Lima et al,, 1993).
Recently we purified and characterized a novel lectin from Talisia escufenta seeds
(TEL), the first one belonging to Sapindaceae family (Freire et al., 2001, 2002). This
lectin showed two protein bands in SDS-PAGE (MW 20,000 and 40,000) and
presented hemagglutinating activity in human and rat erythrocytes. in this study, we
have investigated the inflammatory activities of TEL in the mouse in vivo. To achieve
this, the experimental models of peritonitis, air pouch and hind-paw ocedema were
used. Since most of the lectin activities depend on cell-specific carbohydrate
recognition, we have examined the effects of different sugars on lectin-induced
inflammatory responses.
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2. Materials and methods

2.1. Materials

Talisia esculenta seeds were collected in the State of Ceara (Brazil). The sugars
D-glucose, D-mannose and D-galactose were obtained from Sigma Chem. Co. (St
Louis, MO, USA). All other chemicals were of reagent grade obtained from local
suppliers.

2.2. Animals

Male Swiss mice (20-30 g, aged four to six weeks) were provided by
UNICAMP Central Animal House Services (CEMIG). All experiments were carried out
in accordance with the guidelines for animal care of State University of Campinas
(UNICAMP).

2.3. Lectin isolation

Talisia esculenta lectin was prepared according to Freire et al. (2002). Dehulled
T. esculenta seeds were finely ground and exiracted (1.5 meal to buffer ratio} with a
150 mM NaCl solution for 24 h at 4°C and then centrifuged at 10 000 x g, for 30 min
at the same temperature. The crude extract was obtained as clear supernatants, and
were used to determine the protein content and to test hemagglutinating activity.
Next, this extract was diluted in 150 mM NaCl and applied to a2 Sephadex G-100
column (2.5 cm x 80 cm) equilibrated with the same solution. The lectin-rich fraction
was recovered and applied to a chitin  column (20 mi) equilibrated with 50 mM
phosphate buffer, pH 7.6, and eluted with 100 mM HCI. The purified lectin were
dialyzed and lyophilized.

2.4. Leukocylte migrafion

2.4.1. Air-pouch mode/

Six day old air-pouches were produced in the dorsal skin of mice as described
previously (Edwards et al., 1981). Briefly, the back of mice was shaved and 5 ml of
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sterile air were injected subcutaneously. Three days later, the pouches were again
injected with 2.5 ml of sterile air o maintain pouches patency. Six days after the initial
injection, the pouches were injected with TEL at doses of 10 to 40 ug. Control animals
received 0.1 ml of sterile phosphate-buffered saline (PBS) alone. Leucocyte counts
were assessed 8, 16, 24, 48 and 72 h after the injection of TEL.

2.4.2. Peritoneal cavity

TEL (5-100 pg) was injected intraperitoneally (i.p.) in 0.1 ml of sterile
phosphate-buffered saline. Control animals received 0.1 mi of sterile phosphate-
buffered saline alone. Leucocyte counts were measured 4, 8, 16, 24, 48, 72 and 96 h
after injection of the lectin.

2.5. Mouse paw oedema

Edema was induced in the subplantar region of right hind-paw of Swiss mice
(20 g) by injection of TEL diluted in 0.1 mi sterile (NaC! 0.9%). The left paw was used
as control and received the same volume of sterile saline. Four h later, the animals
were Killed and paw oedema measured. Briefly, the paws were amputed at the
tarsocrural joint and weighed on an analytical balance. The oedema (expressed in
mg) was evaluated as the weight difference between the right (treated) and left
{untreated) paws.

2.6. Effect of carbohydrates on lectin-induced inflamatory responses

In some experiments, TEL was dissolved in a solution of D-glucose (Glu), D-
mannose (Man) or D-galactose (Gal) before injection into the paw, peritoneal cavity or
air pouch. Carbohydrates, unless otherwise stated, were used at concentrations 100
times greater than that used for the lectin, on a molar basis. Animals treated with the
carbohydrates alone were used as controls.
2.7. Statistical analyses
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All data were examined using one-way analysis of variance (ANOVA) foilowed
by Duncan’s test for multiple comparisons. A P value less than 0.05 was considered
to be significant.

3. Restlts

3.1. Neutrophil and mononuclear celi migration induced by TEL

The injection of TEL (10-40 ng) into the air pouch caused a marked and dose-
dependent neutrophil accumulation (Fig. 1A) that reached a maximal response at 16
h, returning to control levels at 72 h (Fig. 1B). In addition, TEL (same concentrations)
caused a dose-dependent accumulation of mononuciear cells into air pouch (Fig. 1A},
the maximal effect of which was observed at 24 h post-injection (Fig. 1B).

Figure 2A shows that TEL (5-100 pg) induced a dose-dependent neutrophil
migration when injected into mouse peritoneal cavity. The maximal peritoneal
migration of neutrophils was observed at 16 h after the TEL administration, returning
to control levels at 48 h (Fig. 2B). A dose-dependent mononuciear cell accumulation
was also observed into the peritoneal cavity (Fig. 2A) with maximal response
achieved at 48 h post-TEL injection (Fig. 2B).

3.2. Lectin-induced mouse paw edema

The intraplantar injection of TEL induced a dose-dependent paw oedema, at
doses varying from 12.5 to 200 ug/paw, as evaluated at 4 h after the lectin injection
(Fig. 3).

3.3. Effect of carbohydrates on lectin-induced neutrophil migration and paw oedema
TEL was diluted in a solution of D-giucose, D-mannose or D-galactose (0.1 M
each) before injection into mouse air-pouches and peritoneal cavity. D-mannose,
better than D-glucose, significantly (P<0.05) inhibited TEL-induced neutrophil
migration in peritoneal cavity (Fig. 4A). The same results were obtained in the air
pouch model (Fig. 4B). The carbohydrate D-galactose had no effect on TEL-induced
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neutrophil migration in peritoneal cavity and air pouch (Fig 4). These carbohydrates
did not cause a significant increase in cell number when injected alone.

intraplantar injection of cabohydrates alone (1 mM) did not cause significant
paw swelling (data not shown). When TEL (50 ug) was co-injected with D-mannose, it
caused a slight (but significant) inhibition on TEL-induced paw oedema. Neither D-
glucose and D-galactose (Fig. 4C) significantly affected the paw oedema.

4. Discussion

This study clearly shows that T. escufenta lectin is able to attract neutrophils
and mononuclear cells when injected into either the air-pouch or the peritoneal cavity,
an effect inhibited by the carbohydrates glucose and mannose. Additionally, TEL
significantly increased the microvascular permeability leading to oedema formation in
the mice paw that was slightly reduced by mannose. Similar responses have been
reported for lectins from Arfocarpus infegrifolia (Santos-de-Oliveira et al., 1994) and
Erythrina velutina seeds (Moraes et al., 1998) in rats.

Protein-carbohydrate interactions occur in a number of biochemical processes
in different cell types such as lymphocytes, macrophages and mast cells (Lis and
Sharon, 1986; Serke et al., 1990; Kilpatrick, 1991; Andrade et al., 1999; Barbosa et
al,, 2001). These interactions are believed to serve as major signals in these cells
causing the release of proinflammatory mediators such as cytokines, nitric oxide,
leukotrienes and PAF (Benjamin et al., 1997). Our results showing the inhibitory effect
of the carbohydrates glucose and mannose on TEL-induced responses indicate it is
closely refated to their specific sugar-binding properties (Rodriguez et al., 1992; Ofek
et al., 1996). Similar to TEL, leukocyte migration and oedema induced by lecting from
Canavalia ensiformis, Dioclea grandifiora and Glycine max (soybean agglutinin) were
inhibited by specific carbohydrates such as glucose and N-acetyl-galactosamine
(Bento et al., 1993; Benjamin et al., 1997). It has been suggested that one lectin site
interacts with carbohydrate on the neutrophil surface while the other site interacts with
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glycoconjugates in the extracellular matrix (Santos-de-Oliveira et al,, 1994). Our
results showed the leukocyte migration into either the peritoneal cavity or air-pouch
was better inhibited by D-mannose (80 %) compared to D-glucose (51 %), while no
effect was observed with D-galactose. On the other hand, D-mannose slighily
inhibetd TEL-induced paw oedema, whereas D-glucose and D-galactose had no
significant effect. The agglutinating activity of TEL was also better inhibited by D-
mannose, while D-galactose had no inhibitory activity (Freire et al., 2002). it is likely
that different affinity for carbohydrate present on the cell surface may be involved in -
neutrophil migration. The inhibitory effect of carbohydrates injected conjointly with
lectins shows that the proinflamatory actions of these proteins are closely related to
their specific sugar-binding properties (Bento et al., 1993). When the lectin
association was made with specific carbohydrates, the edematogenic effect was
differently reversed. Although the inhibition mechanism for sugars has not been
explained, we could suggest that differences between inhibitory activites may be
related to different affinities of TEL for the glycosyl groups present on the cell surface.

In conclusion, our data shown that TEL induces a neutrophil migration into
different mouse cavity and paw edema. The mechanisms whereby TEL stimulates
these phenomenon remains {0 be studied.
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LEGENDS

Fig. 1. Effect of TEL injection on neutrophil and mononuclear cells migration into air
pouche. (A) doses responses of neutrophil migration induced by indicated doses of
TEL, analised 16 h after the injection of the stimuli and mononuclear cells
accumulation 24h after the injections. (B) time course of neutrophils stimulation by
TEL (20 ug) and kinetics of the mononuciear cells accumulation induced with 50 nug.
The control (saline) represents migration induced by saline solution. The data are the
mean + S.E.M. of five mice. The same letters indicate that there was no significant
statistical differences {p< 0.05; student’s t-test).

Fig. 2. Effect of TEL injection on neutrophil migration and mononuclear cells into
peritoneal cavity. (A) shows the neutrophil migration induced by indicated doses of
TEL analised 4 h after the injections and dose response of mononuclear cells
accumulation 48h after the injections. (B) shows the time course of neutrophil
migration induced by TEL (20 pg) and kinetics of the macrophage accumulation
induced with TEL (50 ug). The control (saline) represents migration induced by saline
solution. The data are the mean = S.E.M. of five mice. The same letters indicate that

there was no significant statistical differences (p< 0.05; student’s t-test).

Fig. 3. Mouse paw edema induced by TEL. Dose-dependent edema with doses
varying from 12.5 to 200 pg/ paw analised 4 h after the injection of the stimuli. The
same letters indicate that there was no significant statistical differences (p< 0.05
student’s t-test).

Fig 4. Inhibitory effect of carbohydrates on TEL-induced neufrophil migration and paw
oedema on mice. Neutrophil migration was evaluated 4 h after TEL injection or



simultaneously with 0.1M of specific (D-glucose and D-mannose) and not specific
carbohydrate (D-galactose) to peritoneal cavity (A) or 16 h after TEL injections into
mouse air pouches (B). Inhibitory effect of carbohydrates on TEL-induced paw edema
was evaluated 4 h after the same stimuli (C). The same letters indicate that there was
no significant statistical differences (p< 0.05 student's t-test).
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