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Resumo

Lectinas sdo proteinas ligantes de carboidratos de origem ndo imune. Este
grupo de proteinas ¢ amplamente distribuido na natureza e tém sido encontrados em virus,
microrganismos, plantas e animais. Lectinas de plantas tém sido isoladas e caracterizadas
em relacdo as suas propriedades fisico-quimicas, estruturais e biologicas. Dentre os papéis
biologicos, podemos destacar sua acao fungicida, antimicrobiana e inseticida.

Neste trabalho estudamos a lectina presente em sementes de Pouteria torta, ou
abiu piloso (nome vulgar), pertencente a familia Sapotaceae. A lectina de P. forta (PtLec)
foi purificada em coluna de gel filtracdo Sephacryl S-200 HR Hi-Prep e colunas de troca
16nica Source 15Q e HiTrap SP, apresentando através de andlise em PAGE-SDS uma
banda de proteina de 10 kDa. A massa molecular relativa (M;) de 10 kDa fo1 estimada em
coluna de gel filtragdo Superdex 75, confirmando seu peso molecular, ¢ uma massa
molecular de 60 kDa quando eluida com glicose 100 mM. PtLec aglutinou eritrdcitos
humanos e eritrocitos de rato, coelho e bovino.

Como caracteristicas Fisico-Quimicas, destacamos: a natureza glicoprotéica
(22,8 %) de agucares neutros, especificidade por D-manose e D-glicose, dependéncia de
fons Ca®" ¢ Mn”" para exercer sua atividade hemaglutinante, estabilidade a pHs na faixa
de 5-10 e a temperaturas de 37 °C a 60 °C. A composicao de aminoacidos revelou uma
proteina hidrofobica, com carater basico. A analise da seqiiéncia N- terminal nao revelou
homologia com outras lectinas vegetais.

Quando PtLec foi avaliada em relacdo ao seu papel inseticida sobre o
Coleoptera Callosobruchus maculatus e sobre o Lepidoptera Anagasta kuehniella, através
de dietas artificiais, verificamos que PtLec causou 100 % de mortalidade a 0,3 % a C.
maculatus. Quando esta lectina foi incorporada a 0,12 % causou uma reducao de 50 % na
mortalidade das larvas (LDsy) e quando incorporada ao nivel de 0,08 % causou uma

reducdo de 50 % no peso médio das larvas (WDsg) de C. maculatus. PtLec ao nivel de
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incorporacao de 1 % causou uma mortalidade larval de 20 % a A. kuehniella e uma
reducdo de 50 % no peso médio larval a 0,6 % (WDs).

O consumo e utilizagdo de alimento foi avaliada em relagdo ao lepidoptero A.
kuehniella, havendo influéncia de PtLec sobre a digestibilidade aproximada, eficiéncia de
conversao e sobre o metabolismo. Andlise das fezes produzidas e quantidade de PtLec
consumida pelas larvas também foi verificado, onde houve uma redugdo de 0,61 mg/larva
na produ¢do das fezes quando as larvas de A. kuehniella foram alimentadas com dieta
contendo PtLec 0,5 %. Em relacdo a quantidade de dieta consumida pelas larvas,
verificamos uma redugdo de 11,5 mg no consumo da dieta quando essa continha 0,5 % de
lectina.

O estudo da atividade de PtLec sobre os fungos F. oxysporum, C. musae ¢ S.
cerevisae revelou que PtLec retardou o crescimento destes fungos, exibindo uma inibi¢ao
de 100 % sobre o crescimento de S. cerevisae.

Nossos resultados nos mostram que PtLec ¢ uma lectina biologicamente

importante, podendo ser usada no mecanismo de defesa de plantas.

Xviil



Abstract

Lectins are carbohydrate-binding proteins of non-imune origin. This group of
proteins is distributed widely in nature and they have been found in viruses,
microrganisms, plants and animals. Lectins of plants have been isolated and characterized
according to their chemical, physical-chemical, structural and biological properties.
Among their biological activities, we can stress its fungicidal, antimicrobian and
insecticide action.

In this work we studied the lectins present in the seeds of Pouteria torta, or
abiu piloso (vulgar name), belonging to the Sapotaceae family. The lectin of P. torta
(PtLec) was purified in Sephacryl S-200 HR Hi-Prep column, ion exchange
chromatography Source 15Q and HiTrap SP columns, presenting through analysis in
PAGE-SDS a band of protein of 10 kDa. The relative molecular mass (Mr) of 10 kDa was
estimated by gel filtration on Superdex 75 column, confirming molecular weight, and a
molecular mass of 60 kDa when eluited with 100 mM of glucose. PtLec agglutinated
human erythrocytes and mouse, rabbit and bovine erythrocytes.

As physical-chemical characteristics, we can stress: the glicoprotein nature
(22,8%) of the neutral sugar, specification by D-mannose and D-glucose, dependence on
Ca”" and Mn*" ions to exercise its hemagglutination activity, stable (5 to 10) at pHs and at
temperatures from 37 °C to 60 °C. The composition of amino acids revealed a
hydrophobic protein, with basic character. The analysis of the N- terminal sequence did
not reveal homology with other vegetable lectins.

When PtLec was evaluated in relation to its insecticide role on Coleoptera
Callosobruchus maculatus and on Lepidoptera Anagasta kuehniella, through artificial
diets, it was verified that PtLec caused 100% of mortality to 0,3 % to C. maculates. When
this lectina was incorporated to 0,12% caused a reduction of 50% in the mortality of the
larvae (LDso) and when incorporated to the level of 0,08% it caused a 50 % reduction in

the average weight of the C. maculatus larvae (WDs;). PtLec at the 1 % level of
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incorporation caused a larval mortality from 20 % to 4. kuehniella and a 50 % reduction
in the average weight larval 0,6 % (WDs).

The consumption and food use was evaluated in relation to the lepidoptera A.
kuehniella, with influence of PtLec on the approximate digestibility, conversion
efficiency and on the metabolism. Analysis of the produced feces and the amount of
PtLec consumed by the larvae was also verified, where there was a reduction of 0,61
mg/larvae in the production of feces when A. kuehniella was fed with a diet containing
PtLec 0,5%. In relation to the amount of diet consumed by the larvae, it was verified a
reduction of 11,5 mg/larvae in the consumption of the diet when that contained 0,5% of
lectin.

The study of the activity of PtLec on the fungi F. oxysporum, C. musae and S.
cerevisae revealed that it delayed the growth of these fungi, showing an inhibition of
100% on the growth of S. cerevisae.

Our results suggest that PtLec is a biologically important lectin and it could be

used in the mechanism of defense of plants.
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I. INTRODUCAO

A hemaglutinacao de eritrdcitos em extratos de plantas, mediada por proteinas,
fo1 primeiramente identificado por Stillmark em 1888, pesquisando fatores de toxicidade
em Ricinus communis (Barondes, 1988). 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 téxicas e lectinas nao
toxicas. Boyd et al. (1954), chamou este novo grupo de proteinas de Lectinas, do latim
lectus, para focar a propriedade geral destas proteinas de selecionar tipos celulares.

Peumans et al. (1998) definiu lectinas como proteinas com no minimo um
dominio nao catalitico que ligam reversivelmente a mono ou oligassacarideos especificos.
Esta interagao ¢ mediada por pontes de hidrogénio ou forgas de van der Waals (Weis et
al., 1996).

Algumas lectinas podem ter um segundo tipo de sitio de ligagdo que interage
com um sitio ndo carboidrato. Pois, algumas enzimas de plantas sdo compostas de um
sitio de ligacdo a carboidrato e um sitio catalitico, que atuam independentemente
(Collinge et al., 1993); segundo, varias proteinas ligantes de carboidrato possuem
somente um sitio de ligacdo e, entretanto, ndo sdo capazes de aglutinar células ou
precipitar glicoconjugados; e terceiro, varias espécies de legumes contém proteinas que
estdo relacionadas com as lectinas e sdo destituidas de atividade de ligagdo a carboidrato
(Peumans et al., 1995).

Lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza e centenas destas
moléculas tém sido isoladas de plantas, virus, bactérias, invertebrados e vertebrados,

incluindo os mamiferos.



1- Lectinas de Plantas

As lectinas sdo amplamente distribuidas no reino vegetal, sendo encontradas
principalmente nos 6rgdos de reserva (Peumans et al., 1998), abrangendo principalmente
as familias Leguminosae, Gramineae, Algae, Euphorbiaceae, etc., sendo a familia
Leguminosae a que apresenta o maior nimero de lectinas isoladas e destas destacam-se
principalmente as de sementes (Sharon, 1993; Prakashkumar, et al., 1998; Loris et al.,
1998), embora possam ser encontradas também em outras partes das plantas, como folhas
(Ratanapo et al., 1998), frutos (Sampietro et al., 2001), raizes de algumas Convolvulaceae

(Peumans et al., 1997; Van Damme et al., 1997a) e tiberculos (Suseelan et al., 2002).

1.1 -Subdivisdes de Lectinas vegetais de acordo com a estrutura

De acordo com Van Damme et al. (1998) as lectinas foram subdivididas em

quatro classes principais: merolectinas, hololectinas e quimerolectinas e superlectinas.

1.1.1-Merolectinas

Sao proteinas que consistem exclusivamente de Unico dominio de ligacao a
carboidrato. Devido seu carater monovalente as merolectinas sdo incapazes de precipitar
glicoconjugados ou aglutinar células. Heveina, uma proteina do latex de seringueira
(Hevea brasiliensis), que se liga a quitina, ¢ uma tipica merolectina (Van Parijs et al.,

1991).

1.1.2- Hololectinas

Também sdo compostas exclusivamente de dominios de carboidratos ligantes,
mas com dois ou mais sitios ligantes, que sdo idénticos ou parecidos. Devido as

hololectinas serem di ou multivalente elas podem aglutinar células e/ou precipitar



glicoconjugados. As hololectinas comportam-se como verdadeiras aglutininas e

compreende a maioria das lectinas de plantas.

1.1.3- Quimerolectinas

E a fusdo das proteinas compostas de um ou mais dominios de carboidratos
ligantes ¢ um dominio nao relacionado com uma atividade catalitica bem definida e que
age independentemente dos dominios de carboidratos ligantes. Dependendo do numero de
sitios de ligagdo a carboidratos, as quimerolectinas comportam-se como merolectinas ou
hololectinas. Um representante deste grupo sdo as proteinas inativadoras de ribossomos
(RIP tipo 2), como por exemplo a ricina (toxina da mamona), que possui dois dominios de
ligagdo para carboidratos comportando-se como uma hololectina ¢ um dominio para a

inativagdo do ribossomo (Peumans et al., 1998).

1.1.4- Superlectinas

As superlectinas consistem de no minimo dois dominios de ligagdo para
carboidratos. Diferente das hololectinas os dominios de ligacdo para carboidratos das
superlectinas reconhecem actlcares estruturalmente e funcionalmente diferentes. Como
exemplo, a lectina do bulbo de tulipa (TXLCI) que sdo formados por dois dominios de

ligacdo a carboidrato, que reconhecem manose e GalNAac, respectivamente (Van Damme

et al., 19961).
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Figura 1: Subdivisao de lectinas de plantas de acordo com a caracteristica

estrutural (adaptado de Van Damme et al., 1998).

2- Classificacao das Lectinas de Plantas

As lectinas sdo consideradas como um grupo heterogéneo de proteinas, pois
diferem de todas as outras classes de proteinas de acordo com as suas propriedades
bioquimicas/fisicoquimica, estrutura molecular, especificidade de ligacao ao carboidrato,
e atividade biologica (Van Damme et al., 1998). As lectinas de plantas sdo classificadas
em sete grupos de acordo com as semelhangas estruturais e evolutivas, que sao nomeados:
lectinas de legume, lectinas ligantes a quitina, lectinas de monocotiledoneas, proteinas
inativadoras de ribossomo tipo 2 (RIP), floema de Cucurbitaceae, familia Jacalina e

Amaranthaceae (Tabela 1) (Peumans ef al., 1998).

Tabela 1: Familia das Lectinas de Plantas: ocorréncia e especificidade®



Lectinas Ocorréncia Especificidade
Distribuicao N° de lectinas
Taxonomica identificadas
Legume Legumes >100 Diversa
Monocotiledoneas Liliales >50 Manose
Mono ou
Ligantes a quitina o >100 GlcNac ou (GleNac),
Dicotiledoneas
Gal, GalNAc ou
) Mono ou
Tipo 2 RIP o >20 NeuSAco(2,6)-
Dicotiledoneas
Gal/GalNAc
Floema de .
) Cucurbitaceae <10 (GleNAc),
Cucurbitaceae
Moraceae Gal
Familia Jacalina <10
Convulvulaceae Manose/Maltose
Amaranthaceae  Amaranthaceae <10 GalNac

"adaptada de Peumans et al. (1998)

2.1- Lectinas de legumes

Esta familia de lectinas € encontrada exclusivamente em Leguminosae (Sharon
et al., 1990). Até o momento, mais de 100 lectinas de legume foram isoladas e cerca de
70 diferentes espécies foram caracterizadas. Varias lectinas t€ém sido isoladas de sementes
madura onde o percentual de lectina varia de 1 a 10 % do total de proteinas soluveis. Em

algumas espécies, altas concentracdes tém sido observadas (50 %) (Van Damme et al.,

1998).

Todas lectinas de leguminosas sdo relatadas a nivel molecular, mas mostram
uma variagdo na especificidade de ligacdo ao carboidrato. Esta ampla especificidade
certamente contribui para o sucesso da lectina de legume como uma ferramenta

indispensavel na pesquisa biologica e biomédica sendo usadas como proteinas bioativas

na pesquisa e medicina (Van Damme et al., 1998, Peumans et al., 1998)



Lectinas de leguminosas requerem cations divalentes em sitios ligantes a
metal. Cada subunidade possui um fon Ca®" ¢ Mn*", que sdo essenciais para a atividade de
liga¢do a carboidrato da lectina. Os aminoacidos envolvidos na ligacdo desses ions sdo
altamente conservados (Van Damme ef al., 1998).

Algumas lectinas estdo envolvidas na simbiose entre legumes e a fixacdo de
nitrogénio da bactéria Rhizobium (Diaz et al., 1989). Outras como as lectinas de
Canavalia brasiliensis, Dioclea grandiflora e D. violacea induzem a proliferagdo e
producdo de interferon-gama por c€lulas mononucleadas, assim como apoptose (Barbosa

et al., 2001).

2.2- Lectinas de monocotiledoneas ligantes de manose

A lectina de bulbos de Galantus nivalis (GNA) foi a primeira lectina de
monocotiledonea ligante de manose a ser isolada e caracterizada (Van Damme et al.,
1987). Desde entdo, proteinas similares tém sido encontradas em espécies de
monocotiledoneas, como nas familias Amalyllidaceae, Alliaceae, Araceae, Liliaceae,
Orchidaceae ¢ Bromeliaceae (Van Damme ef al., 1995b).

Todas as proteinas de monocotiledoneas ligantes de manose sdo formadas de 1
a 4 subunidades de 12 kDa. Estudos com modelos moleculares indicaram que todas
apresentam estruturas similares (Barre et al., 1996). Devido sua exclusiva especificidade
por manose, diferentes proteinas ligantes de manose de monocotiledonea recebe em
grande parte atencdo, pois se destacam como proteina antiviral (Balzarini ef al, 1991,

1992) e inseticida (Gatehouse ef al., 1995).

2.3- Lectinas ligantes a quitina

A proteina ligante de quitina (polimero de N-acetil-glicosamina) contém o

chamado dominio (s) heveina. O termo ‘heveina’ refere-se a uma pequena proteina de 43



residuos de aminodcidos encontrado no latex de arvores de seringueira (Hevea
brasiliensis) (Waljuno et al., 1975).

Heveina ¢ uma merolectina composta de um tnico dominio ligante a quitina
(Lee et al., 1991). Muitas proteinas de plantas contém dominios ligantes de quitina
similares a heveina. Em algumas destas proteinas sdo encontrados um unico dominio
heveina, como por exemplo, o peptideo antimicrobiano ligante de quitina isolado de
Amaranthus caudatus (Broekaert et al., 1992). Outras proteinas ligantes a quitina sdo
compostas de 2, 3 ou 4 dominios heveina, tais como, as lectinas de Urtica dioica (UDA),
Phytolacca americana e trigo, respectivamente (Raikhel et al., 1993; Konami et al.,
1995).

As quitinases classe I, por exemplo, sdo quimerolectinas compostas de um
unico dominio heveina ligado a um dominio catalitico com atividade quitindsica (Collinge
et al, 1993). Em virtude da presenca de um dominio catalitico, que age
independentemente do dominio de ligagdo a quitina, a quitinase classe I possui atividade
biologica que ¢ independente da sua ligagdo ao carboidrato (Collinge et al., 1993).

Estas lectinas também sao encontradas em Gramineae, Solanaceae, Urticaceae,

Papaveraceae e Amaranthaceae.

2.4- Proteinas inativadoras de ribossomo tipo 2 (RIP)

Sao quimerolectinas compostas de um polinucleotideo constituido de um
dominio adenosina glicosidase (cadeia A) ligado ao dominio ligante a carboidrato (cadeia
B) (Barbieri et al.,, 1993). Ambas cadeias sdo sintetizadas por uma Unica molécula
precursora a qual é pos-transducionalmente processada através da excisdo de uma ligagao
entre as cadeias A e B (Peumans et al., 1998).

A maioria tipo 2 RIP ligam-se preferencialmente a Gal ou GalNAc. A tipo 2
RIP tem sido encontrado em plantas das familias Euphorbiaceae, Fabaceae, Sambucaceae,

Viscaceae, Ranunculaceae, Lauraceae, Passifloraceae, Tridaceae e Liliaceae (Peumans et



al., 1998). Ricina (R. communis) e abrina (Abrus precatorius) sao exemplos de tipo 2 RIP

com potentes atividades biologicas (Peumans et al., 1998).

2.5- Familia Jacalina

Jacalina, lectina especifica a galactose de sementes da fruta jaca (Artocarpus
integrifolia) é umas das classicas lectinas de um ndo legume. Lectinas similares tém sido
encontrados em poucas especies de Artocarpus e em Maclura pomifera (Young et al.,
1989).

As lectinas de Moraceae sdo consideradas como uma pequena familia de
lectinas que ocorrem excessivamente nesta particular familia de plantas. Entretanto, a
clonagem molecular de uma lectina ligante a manose/maltose do rizoma de Calystegia
sepium (Convolvulaceae), revelou que esta nova lectina compartilha de uma notavel
similaridade sequencial com a jacalina (Van Damme ef al., 1996a).

Outros membros da famila Convolvulaceae Convolvulus arvensis e Ipoemea
batatas, também contém lectinas parecidas com Casélpa. Sendo a indicacao da ocorréncia
da lectina em outras familias de plantas. Muito provavelmente, a familia jacalina também

¢ uma superfamilia de lectinas que ocorrem em diferentes grupos taxondmicos.

2.6- Lectinas do Floema de Curcubitaceae

Muitas espécies de Curcubitaceae contém alta concentracdo de lectinas que
ligam a oligdbmeros de GIcNAc (Wang ef al., 1994). As lectinas do floema de
Curcubitaceae sao proteinas diméricas composta de duas idénticas subunidades de 24
kDa. Todas as lectinas conhecidas dos floemas de Curcubitaceae mostram um grau de
similaridade sequencial, mas ndo tem qualquer similaridade sequencial com outras
lectinas de plantas ou proteinas. Desse modo sdo consideradas como a menor familia de

proteinas (Peumans ef al., 1998).



2.7- Lectinas de Amaranthaceae

Clonagem molecular e andlise de difracdo de raios-X revelaram que
amarantina, uma lectina de semente de Amaranthus caudatus nao se assemelha a qualquer
outra lectinas de plantas com relacdo a sequéncia de aminoacidos (Raina et al., 1992) e a
estrutura tridimensional (Transue et al., 1997). Baseado nestes dados, a amarantina ¢
agora considerada como um prototipo da familia de lectina amarantina, uma lectina
ligante especifica de N-acetilgalactosamina (Van Damme et al., 1998). Diversas outras
familias de Amaranthus, como as espécies A. spinosus, A. leucocarpus e A. cruenthus
contém lectinas que sdo muitos similares com a amarantina. Nenhuma outra lectina

relatada tem sido encontrada em outras familias de plantas (Peumans et al.,1998).



3. Especificidade de ligacdo ao carboidrato das lectinas de plantas

Lectinas distinguem-se entre si de todas as outras proteinas de plantas pela sua
capacidade de ligar a carboidratos simples ou complexos. Podem ser subdivididas em
grupos de acordo com a sua especificidade por carboidratos (Tabela 2). Ha algumas
décadas, somente as lectinas ligantes de manose/glicose, Gal/GalNAc, GIcNAc/
(GlcNACc),, fucose e acido sialico eram conhecidas (Peumans ef al., 1998).

Um novo grupo de especificidade foi adicionado, o de lectinas de
monocotiledoneas ligantes de manose (exibe especificidade exclusiva por manose). A
existéncia de outro grupo foi revelada por recentes descobertas, as lectinas ligantes de
manose/maltose de Calystegia sepium (Peumans et al., 1998). Muitas lectinas ndo se
relacionam neste grupo de especificidade devida nao se ligarem a mono ou
oligossacarideos, pois requerem glicanos mais complexos para uma eficiente inibi¢do da
sua atividade hemaglutinante (Peumans et al., 1998).

A especificidade das lectinas ¢ usualmente determinada por ensaios de inibi¢ao
da aglutinacdo das células ou da precipitacio de glicoproteinas, na qual diferentes
carboidratos sdo utilizados para verificar a sua capacidade de inibir a atividade da lectina.
A ligagdo entre sacarideos e lectinas pode ser observada por métodos fisicos-quimicos,
como equilibrio de dialise, espectrofotometria, fluorometria e ressonancia magnética

(Sharon et al., 1990).
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Tabela 2: Especifidade de ligagdo a Carboidrato das Lectinas de Plantas®

Especificidade

Lectinas

Grupo Fucose

Fucose

Grupo Galactose/ N-acetilgalactosamina
Galactose>>GalNAc
Gal=GalNAc
Gal<<GalNAC
Grupo N-acetilglicosamina
GlcNAc
(GIcNAc),

Grupo Manose
Manose
Manose/Glicose
Manose/Maltose
Grupo Acido Sialico
Acido Sidlico
NeuSAca(2,6)Gal/GalNAc
NeuSAca(2,3)Gal/GalNAc
Grupo de Glicanos Complexos
Especificidade com complexos conhecidos

Especifidade com complexos desconhecidos

Ulex europaeus

Jacalina (Artocarpus integrifolia)
Clerodendron trichotomum

Soja (Glycine max)

Germe de Trigo (Triticum aestivum)

Urtica dioica

Galanthus nivalis
Con A (Canavalia ensiformes)

Calystegia sepium

Germe de trigo (7Triticum aestivum)
Sambucus nigra

Maackia amurensis

PHA (Phaseolus vulgaris)

Euonymus europaeus

"adaptada de Peumans et al., 1998.
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3- Caracteristicas Gerais das Lectinas

Geralmente, as lectinas estdo distribuidas por todas as partes da planta. A maior
parte, porém, ¢ encontrada nos 6rgdos de armazenamento. Outras partes das plantas como
folhas, caule, raizes e flores principalmente, contém pouca quantidade que nao
necessariamente sao idénticas em estrutura ou especificidade a carboidratos com as
lectinas de 6rgdos de armazenamento (Riidiger, 1998).

As lectinas sdo geralmente ricas em aminoacidos acidos e basicos e pobres em
aminoacidos contendo enxofre, sendo que a maioria € glicoproteina com conteudo de
agucar variavel.

Algumas lectinas sdo classificadas como metaloproteina, pois necessitam de
cations como Ca*" e Mn®" para realizar a sua atividade hemaglutinante, sendo que estes
ions estdo associados a uma série de aminodcidos conservados que participam da liga¢ao
ao carboidrato (Moreira ef al., 1990, Murdock et al., 2002).

Lectinas sdo geralmente glicosiladas e compostas de 2 ou 4 protdomeros ligadas
nao covalentemente. O peso molecular das lectinas de plantas varia de 8,5 a 265 kDa
como em Urtica dioica (Broekaert et al., 1989) e Phaseolus lunatus (Moreira et al.,
1990), respectivamente.

Uma das propriedades gerais de muitas proteinas que esta diretamente
envolvida com o mecanismo de defesa de plantas ¢ sua acentuada estabilidade em amplas
faixas de pH e temperatura. Muitas lectinas de plantas nao sdo degradadas por proteases

do intestino de animais ¢ insetos (Peumans et al., 1995).
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4- Papel das lectinas de plantas no mecanismo de defesa das plantas

Plantas em seu habitat natural estdo expostas continuamente a ameagas € ao
ataque de uma variedade de organismos. Dependendo da sua taxonomia e danos que
provocam nas plantas, estes organismos podem estar divididos em trés grandes grupos:
virus, bactérias e insetos.

Um exemplo ¢ a infestagdo de arvores Citrus com o micoplasma Spiroplasma
citri, que pode resultar na completa aniquilagdo das plantacdes em curto periodo de tempo
(Peumans et al., 1995).

Diferente dos animais, as plantas ndo possuem um sistema imunologico para a
sua defesa contra patégenos e microrganismos. Devido a absoluta imobilidade, as plantas
nao podem evitar ou escapar ao ataque de predadores. Entretanto, elas podem depender de
outro sistema de defesa desenvolvido ao longo de sua evolugdo. Basicamente os
mecanismos de defesas das plantas podem ser divididos em sistemas passivo e ativo.

Sistema de defesa ativo ¢ também conhecido como reacao de
hipersensibilidade, ¢ induzido em plantas resistentes em resposta a todos os grupos de
patogenos de plantas conhecidos, como virus, bactérias, fungos e nematoides (Cornelissen
et al., 1993). Esta reacdo de hipersensibilidade ¢ caracterizada por uma rapida necrose
localizada no sitio da infecgao.

Sistema de defesa passivo € constitutivamente expresso para antecipar um
ataque por predadores e patdogenos. Neste sistema estdo incluidos as barreiras fisicas e
adaptacoes morfologicas, como, por exemplo, espessas paredes celulares, sementes
cobertas e a presenga de espinhos e pé€los, as quais agem como obsticulo para a
penetracdo de patdégenos. Um outro sistema de defesa passivo ¢ baseado na bioquimica e
até certo ponto nas adaptacdes morfoldgicas. Um exemplo ¢ o acimulo constitutivo de
componentes toxicos de baixo peso molecular (ex: saponinas, alcaldides, glicosideos,
componentes fendlicos). Muitas espécies de plantas acumulam vdrios tipos de proteinas

toxicas nos tecidos como mecanismo de defesa, sendo que algumas podem ser muito
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potentes, como a ricina e abrina. Outras exibem uma toxicidade seletiva contra um grupo
particular de organismos (proteinas fungicidas, enzimas liticas, proteinas inseticidas,
inibidores de a-amilase, inibidores de proteases e lectinas).

As evidéncias obtidas com relacdao a funcao das lectinas na defesa de plantas
indicam que pelo menos algumas destas proteinas sdo componentes importantes do
mecanismo de defesa passivo contra insetos fitéfagos e animais herbivoros, e

possivelmente contra microrganismos (Peumans et al., 1995).

4.1- Papel bactericida das lectinas de plantas

A habilidade das lectinas de plantas para interagirem com carboidratos
expostos na superficie de microorganismos tem proporcionado o possivel uso destas
proteinas como ferramenta na identificacdo de bactérias patogénicas (Gaidamashvili et
al., 2002).

A parede celular das bactérias, ndo somente previne qualquer interagdao entre
os glicoconjugados da sua membrana com as proteinas que se ligam a carboidratos, como
também evita que estas proteinas penetrem no citoplasma. Assim, as lectinas de plantas
nao podem alterar a estrutura e /ou a permeabilidade da membrana ou alterar o processo
intracelular normal dos microbios invasores. Desta maneira, se as lectinas desenvolverem
um papel de defesa na planta contra bactérias, deve ser através de um mecanismo indireto,
o qual se baseia na interagdo com estruturas glicidicas expostas na superficie da parede
celular bacteriana ou polissacarideos extracelulares (Peumans et al., 1995).

Um dos primeiros exemplos documentados de mecanismo indireto envolve o
estudo das interagdes entre Pseudomonas solanacearum e a lectina de batata.
Experimentos in vitro demonstraram que somente o tipo avirulento foi reconhecido e
aglutinado pela lectinas e o tipo virulento nao reagiu devido a presenca de polissacarideos

extracelulares (Sequeira et al., 1977).

14



Outros exemplos de um mecanismo indireto pelo qual as lectinas de plantas
podem apresentar papel de defesa contra micrébio sdo a inibicdo da mobilidade da
bactéria. Tem sido observado que a lectina de Datura stramonium causa bloqueio no
movimento normal de diferentes espécies de bactérias fitopatogénicas (Broekaert et al.,
1986). Para comprovar que a lectina de D. stramonium tem ag¢do sobre a bactéria,
incubou-se a lectina com fetuina, um agtcar para o qual a lectina apresenta alta afinidade,
o que resultou na diminui¢ao da mobilidade bacteriana.

A lectina de folha Morus alba (MLL 1) causou a aglutinagdo da bactéria
fitopatogénica Pseudomonas syringae pv mori (Ratanapo et al., 2001). Aglutininas de
plantas medicinais da Africa do Sul foram examinadas com relagdo & interagio com duas
bactérias gram-positivas, Staphylococcus aureus € Bacillus subtilis. As aglutininas
Hypoxis hemerocallidea e Combretum mkhuzense agregaram S. aureus na concentragao
de 4-5 pg/ml enquanto que as aglutininas C. mkhuzense, Kniphofia spp. e Tulbaghia
violacea aglutinaram B. subtilis na concentracdo de 33,7 pg/ml (Gaidamashvili et al.,
2002).

Observagdes levando em consideracdo a ligacdo das lectinas de plantas a
peptidioglicanos da parede celular bacteriana (como 4cido muramico, acido N-
acetilmurdmico e N-acetilglicosamina) revelaram que lectinas de sementes de varias
espécies de leguminosas interagem fortemente com estes carboidratos da superficie
bacteriana (Ajouba et al., 1994). Evidentemente, a observacao de que lectinas de semente
de leguminosas podem reconhecer e se ligar a parede celular bacteriana nao implica que
esta tal interagdo ocorra in vivo e certamente ndo prova que estas lectinas estejam
envolvidas na protecdo das plantas contra bactérias. Entretanto, esta descoberta necessita
de estudos mais detalhados a respeito dos receptores (afinidade de ligagdo) das lectinas de

plantas, para definir seus potenciais organismos alvo.
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4.2- Papel fungicida das lectinas de plantas

4.2.1- Parede Celular dos fungos

A parede celular dos fungos ¢ 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 consistindo 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 entrelagadas,
embebida numa matriz amorfa. Quitina e celulose sdo os principais componentes
microfibrilantes da maioria dos fungos filamentosos, enquanto que nas leveduras ou
fungos unicelulares, a parede contém principalmente glucanas nao celulosicas. Proteinas e
varios polissacarideos (glicanas, mananas, galactanas e heteropolissacarideos) sdo as
principais substincias cimentantes. Os monossacarideos mais freqiientemente encontrados
na parede celular dos fungos sdo: D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, D-manose, D-
galactose, D-galactosamina, L-fucose, D-glicosamina, xilose e acido D-glicuronico.
Desses, glicose, N-acetil-D-glicosamina e manose sdo encontrados na maioria dos fungos.
Ocasionalmente ramnose, ribose e arabinose podem ser observadas (Bartinicki-Garcia,

1968).

4.2.2- Contaminacao por fungos

Os fungos causam grandes prejuizos na agricultura, pois estes sdo responsaveis
pela deteriorizacao dos graos. Da mesma maneira que os insetos, a infec¢ao causada por
fungos comeca no campo e ¢ levada para locais de estocagem. A umidade relativa alta ¢
um fator crucial para a infec¢ao por fungos. O aumento no grau de umidade nos locais de
armazenagem pode ocorrer por diversos fatores: se o produto ndo secou suficientemente

depois da colheita, se ocorreu infestagdo por insetos, que resulta em manchas quentes e
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umidade aumentada, ou se foi empregada técnica de armazenamento imprépria que
permite contato com agua de chuva ou condensacao de umidade. A infec¢do causada por
fungos resulta na reducdo da qualidade do grao, mudanga na coloracdo, gosto, cheiro,
valor nutricional, aumento do teor de acidos graxos livres e reducdo da capacidade de
germinacao (Santoso et al., 1996).

A presenga de insetos pode ter um efeito profundo na disseminacao de doencas
causadas por fungos, pois podem transmitir os esporos aumentando a area susceptivel a
infeccdo fungal, o que eventualmente pode acarretar o aumento da producdo de
micotoxinas, substincias toxicas produzidas por estes durante o crescimento e
desenvolvimento. Como as micotoxinas sdo substidncias bastante estdveis e ndo sio
destruidas durante o processamento dos alimentos, o inico meio de evita-las € prevenir o
crescimento dos fungos (Sallam, 2000).

Dunkel et al. (1982) mostraram que algumas espécies de insetos de
armazenamento sdo disseminadoras de fungos, enquanto outras sdo exterminadoras;
alguns fungos de armazenamento atraem insetos e promovem o aumento da populagcdo
desses, enquanto outros os repelem ao secretar toxinas prejudiciais aos insetos. Portanto,
o conhecimento das relagdes bioldgicas basicas entre insetos e fungos no ecossistema do
grao armazenado ¢ importante para o manejo destes. Varios estudos demonstram a
importancia dos insetos como facilitadores da infeccao fungal. Na Nigéria, Acholo ef al.
(1997) mostraram que o besouro de inhame, Heteroligus meles, maior causador de danos
aos tubérculos, facilita a expansdo de diferentes espécies de Fusarium, bem como de

outros fungos menos abundantes.

4.2.3- Fungos fitopatogénicos

Os fungos sdo organismos eucaridticos € em sua maioria filamentosos, que
ocorrem no solo como células ou estruturas de repouso (esporos), como hifas (filamentos

microscopicos) ou micélio (conjunto de hifas). Nao possuem clorofila, sendo, portanto
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heterotroficos, obtém energia e carbono de compostos organicos. Embora niao sejam
predominantes em termos numeéricos, representam 70-80% da biomassa microbiana da
maioria dos solos. Sua ocorréncia estd diretamente relacionada ao teor de matéria
organica, sendo também influenciada pelo pH e umidade do solo. Predominam em solos
ricos em matéria organica e com pH na faixa 4cida. Milhares de espécies, pertencentes a
todas as classes, ja foram isoladas do solo, sendo a maioria pertencente a classe
Deuteromycetes. Os fungos mais representativos do solo sdo espécies dos géneros
Aspergillus, Penicillium, Rhizoctonia, Alternaria, Colletotrichum, Phytium, Fusarium,
Phytophtora, Mucor, Rhizopus, Phycomyces, Verticillium, Pilobulus, Humicola,
Gaeumannomyces ¢ Chaetomium (Siqueira et al., 1988).

A principal funcdo dos fungos resulta da sua atividade heterotrofica sobre
restos vegetais depositados no solo e a formacdo de relagdes simbiodticas, mutualistas
(micorrizas) e parasiticas (doencas) com as plantas. Sdo importantes agentes de controle
bioldgico de outros fungos e nematoides fitopatogénicos.

A unidade propagativa dos fungos, o esporo, tem fun¢do semelhante a de uma
semente, diferindo dela por ndo conter um embrido pré-formado. Os esporos germinam,
sob condi¢des favoraveis, emitindo o tubo germinativo ou hifa primaria, que se ramifica
formando o micélio. Hifas especializadas para a nutri¢ao, chamadas hifas vegetativas,
penetram no substrato em busca de alimento, enquanto que hifas reprodutivas ou aéreas,

especializam-se na produgdo de esporos (Tortora et al., 2000).

4.2.4- Mecanismo de acio de lectinas sobre fungos

Devido a sua especificidade, lectinas ligante de quitina sem atividade
enzimatica podem estar incluidas na funcdo de defesa das planta contra fungos. 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 ef al., 1985); e a UDA de
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peso molecular de 8,5 kDa (Chapot et al., 1986) e outras quitinases de plantas (Boller,
1988).

Em 1975, foi observado que aglutinina de germe de trigo (WGA) inibia a
germinagdo de esporos e crescimentos de hifas de Trichoderma viride e interferia na
sintese de quitina (Mirelman et al., 1975). Esta proteina interage especificamente com
oligdmeros de quitina (Allen et al., 1973) e pode ligar-se as extremidades de hifas e
esporos jovens, além de possuir afinidade por zigdésporos.

Ciopraga et al. (1999) estudaram o efeito da WGA sobre Fusarium
graminearum € Fusarium oxysporum e mostraram que a liga¢do dessa lectina a parede
celular dos fungos afetou o compartimento interno e o crescimento dos germens, o que
pode ser comprovado pelas mudangas drésticas na morfologia dos fungos, tais como a lise
das hifas e o extravasamento do conteudo celular. Essas observagdes sdao consistentes com
o papel de protecdo contra fungos das lectinas ligantes de quitina, que poderia diminuir o
desenvolvimento da parede celular por se ligar 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).

Lectina de rizomas de Urtica dioica (UDA) possuem propriedade fungicida
apesar de ndo apresentarem atividade quitinase, inibindo o crescimento de Botrytis
cinerea, Trichoderma hamatum e Phycomyces blakes leeanus. Pouco é conhecido sobre o
mecanismo da inibicdo do crescimento dos fungos por UDA; sugere-se que, devido ao
pequeno tamanho, a UDA penetre a parede celular e afete a sua sintese (Broekaert et al.,
1989; Van Parijs et al., 1992).

Does et al. (1999) expressou o gene de Urtica dioica, a isolectina 1 em folhas
de tabaco (Nicotiana tabacum) e verificou a atividade fungicida contra Botrytis cinerea,
Trichoderma viride e Colletotrichum lindemuthianum, na qual a inibi¢do do crescimento
pela isolectina 1 ocorreu em fases especificas do crescimento dos fungos e ¢ temporal,

sugerindo que os fungos apresentam um mecanismo adaptativo.
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Outras lectinas apresentam efeitos inibitorios sobre o crescimento de fungos:
lectinas de folha de Ginkgo biloba inibiu o crescimento das hifas de Pellicularia sasakii
Ito (Huang et al., 2000); homoldgos a heveina (isolados de Pharbitis nil L.) exibem agao
fungicida inibindo o crescimento das hifas de B. cinerea e Phytophthora parasitica em 98
% (Koo et al., 1998). A lectina de Talisia esculenta (TEL) inibiu o crescimento dos
fungos em 280 png quando foram incubadas na presenca de Fusarium oxysporum,
Colletotrichum lindemuthianum e Saccharomyces cerevisae (Freire et al., 2002).

Recentemente, Kanrar et al., 2002, expressou a heveina em mostarda e
verificou a atividade fungicida contra Alternaria brassicae, uma das mais comuns e
destrutivas doencas de sementes de mostarda na India foi diminuida em 60 %.

As quimerolectinas também estdo envolvidas na defesa de plantas contra
fungos. As quimerolectinas com ac¢do fungicida pertencem a classe das quitinases de
classe I que possuem na regido N-terminal um dominio ligante de quitina e na regiao C-
terminal um dominio do tipo quitinase. Este ultimo dominio, que confere atividade
enzimatica a proteina, ¢ o responsavel pela acao fungicida das quimerolectinas (Beintema,

1994).

4.3- Papel inseticida das Lectinas de Plantas

A membrana das células epiteliais ao longo do trato digestivo dos
invertebrados fitofagos e animais superiores que se alimentam de planta estdo expostos a
proteinas presentes na dieta. Como conseqii€ncia, estas cé€lulas epiteliais sdo alvo potente
para proteinas de defesa das plantas. Dependendo da interacdo que decorre da ligagdo da
lectina com glicoproteinas, em particular na célula epitelial, o efeito nesta célula ou no
orgdo, ou possivelmente no organismo, pode ser favoravel, neutro ou nocivo.

Invertebrados fitofagos foram o primeiro grupo de organismos expostos aos
possiveis efeitos deletérios de lectinas. Historicamente a possivel funcdo de lectina na

defesa de planta contra insetos foi documentada em 1976, quando Jansen e seus
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colaboradores observaram que fitohemaglutininas (PHA) de Phaseolus vulgaris exibiam
acao inseticida contra o bruquideo Callosobruchus maculatus (Jansen et al., 1976). Mais
tarde foi demonstrado que a PHA ndo apresentava efeito inibitério sobre C. maculatus
(Murdock et al, 1990). Resultados obtidos por Huesing e seus colaboradores
demonstraram que o efeito atribuido a PHA foi devido a uma contaminacdo pelo o
inibidor de a-amilase (Huesing et al., 1991a).

Entretanto, estudos posteriores comprovaram o efeito inseticida de outras
lectinas. Observou-se mais tarde a atividade inseticida das fracoes de lectina de Phaseolus
acutifolius (Pratt et al., 1990) contra larvas do bruquideo Acanthoscelidis obtectus e uma
alta atividade inseticida de lectina de sementes de Psophocarpus tetragonolobus sobre
larvas de Callosobruchus maculatus (Gatehouse et al., 1991). A lectina de amendoim
especifica para manose/glicose apresentou acao antinutritiva para Chilo partellus (Law et
al., 1997); a lectina de Galanthus nivalis (GNA), estritamente especifica para manose, €
Canavalia ensiformes (ConA), ligantes de glicose/manose, mostraram efeito toxico sobre
larvas de Lacanobia oleracea (Fitches et al, 1997, 1998; Gatehouse ef al., 1997, 1999). A
lectina de Talisia esculenta ligante de glicose/manose causou efeito deletério aos

coledpteros Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus (Macedo et al., 2002).

4.3.1- Morfologia da Digestao dos insetos

De acordo com a Figura 2, podemos observar um diagrama geral do canal
alimentar de um inseto proposto por Terra et al. (1994). O intestino anterior ¢ constituido
pela boca onde encontramos as glandulas salivares quando presente em suas cavidades,
faringe, es6fago e o papo. O proventriculo € um 6rgdo de trituracdo em alguns insetos e
em muitos deles, atua como uma valvula que controla a entrada do alimento na por¢ao do
intestino médio que ¢ o local principal da digestao e absor¢ao de nutrientes.

O intestino médio consiste de um tubo simples (ventriculo) que pode sofrer

ramifica¢des, dando origem ao ceco gastrico, onde se processam a producao de enzimas e
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a maior parte da digestdo e a absor¢do dos alimentos. O alimento atacado pelas enzimas ¢
fracionado no interior da membrana peritroéfica. Depois as particulas digeridas atravessam
essa membrana e seguem, por um sistema de circulacdo, até as células, que absorvem os
nutrientes (Terra et al., 1991).

Na maioria dos insetos, o intestino médio € revestido por uma estrutura
quitinosa, a membrana peritrofica, que separa o conteddo luminal em dois
compartimentos o espago endoperitrofico e o espago ectoperitréfico, que permite a
passagem dos alimentos decompostos, enzimas € dgua. Na regido do esfincter, separando
o intestino médio do posterior, os 6rgaos de excrecdo que se ramificam lateralmente sao
os tubulos de Malpighi. O intestino posterior inclui o ileo e o reto, envolvidos na absor¢ao
de agua e ions, terminando no anus.

A compartimentalizacdo das enzimas ¢ outra propriedade importante.
Aquelas envolvidas na digestao inicial sdo encontradas no espago endoperitrofico o qual €
envolvido pela membrana peritrofica, cuja capacidade em compartimentalizar as enzimas
digestivas depende de sua permeabilidade (Terra et al., 1994). Portanto, a integridade
desta membrana quando afetada pode interferir no processo de digestdo e absor¢dao de
nutrientes e, conseqlientemente, causar danos no desenvolvimento do inseto (Shewry et

al., 1997, Habibi et al., 2000).
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Figura 2: Diagrama Geral do canal alimentar de um inseto

(Adaptado de Terra et al. 1994)

4.3.2- Membrana Peritrofica dos insetos

A membrana peritrofica ou matriz (PM) do sistema digestivo dos insetos ¢ uma
estrutura seletivamente permeéavel que ¢ secretada pelas células do mesentério e envolve o
alimento ingerido (Richard et al., 1977; Spence, 1991, Peters, 1992). Muitos insetos
apresentam quitina e proteinas, algumas glicosiladas. As estruturas resistentes da
membrana peritréfica sdo dadas pelas microfibrilas de quitina, uma subestrutura
trabalhada, que embebem as proteinases da matriz superestrutural (Spence, 1991).

A membrana peritréfica pode ser de dois tipos: tipo I e tipo II. A PM do tipo I ¢
formada ou por todo epitélio do intestino médio, ou somente por parte dele (regido
anterior ou posterior). Quando a PM ¢ produzida somente na parte posterior, o epitélio da
regido anterior do intestino médio ¢ protegido por um material viscoso, o gel ou matriz

peritréfica, este € ausente de quitina. (Terra ef al., 2001).
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A matriz peritrofica € comumente encontrada em insetos sem restricdo na
ingestdo alimentar, ou seja, naqueles cuja alimentacdo baseia-se em substancias de baixo
peso molecular, cuja digestdo luminal torna-se desnecessaria. Poucas ordens ndo possuem
a PM e muitas vezes, sua presenca estd associada com a idade do inseto como nos
Siphanoptera, onde sua ocorréncia ¢ apenas no estagio larval, borboletas (Lepidoptera)
que aparecem em alguns adultos (Peters, 1992). Nos Coleopteras da familia Bruchidae
ndo existe uma membrana bem definida, acredita-se que esta familia apresente estruturas
quitinosas (Firmino ef al., 1996).

A PM auxilia na digestdo e absor¢do dos alimentos (responsavel pela
compartimentalizagdo dos eventos digestivos) e age como uma barreira protetora contra
os efeitos dos micrébios e particulas alimentares abrasivas. O rompimento da PM pode
causar danos nas microvilosidades do epitélio do intestino médio e permite contato direto
com patogenos podendo inibir o crescimento e desenvolvimento larval (Harper et al.,

1998).

4.3.3. Mecanismo de acao das lectinas sobre insetos

Sao quatro os provaveis mecanismos de agdo onde a lectinas podem atuar na
alimentacdo do inseto, causando o bloqueio da digestdo, e conseqiientemente do
crescimento e desenvolvimento (Murdock et al., 2002).

1- o reconhecimento do alimento pelo inseto depende de receptores sensoriais
localizados na ponta das patas, o tarso, nas antenas e boca. A ligacdo da lectina ao
carboidrato associado com a membrana quimiosensorial pode bloquear o acesso ao
alimento através de sinais quimicos da proteina receptora. Assim, as lectinas podem
romper a integridade das membranas sensoriais bem como, interferir na habilidade do
inseto de detectar o alimento (Murdock et al., 2002).

2- interacdo da lectina a matriz peritrofica. Como exemplo pode-se citar a

ingestdo da WGA por larvas de Ostrinia nubilalis causando anormalidades na estrutura da
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membrana peritrofica (Harper ef al., 1998). Harper e seus colaboradores sugeriram duas
hipoteses para o mecanismo de acdo da WGA: alta afinidade da lectina pelos oligdmeros
de GlcNac, o maior componente da membrana peritréfica e a ligagdo a glicoproteinas da
membrana.

3- interagdo com as células epiteliais digestivas do intestino médio dos insetos.
Estas células secretam enzimas digestivas e absorvem os produtos quimicos da digestao.
Viarios estudos t€ém demonstrado o efeito das lectinas que se ligam a superficie das células
epiteliais. Zhu-Salzman et al. (1998) preparou uma série de mutagdes em sitios
especificos com a lectina de Griffonia simplicifolia, ligante de GIcNAc. As formas
mutantes rGSII que preservaram a capacidade de ligar a GIcNAc também mantiveram a
habilidade para ligar-se aos intestinos médios, € diminuiram o crescimento ¢
desenvolvimento de Callosobruchus maculatus.

4- interferéncia nas enzimas digestivas e proteinas assimilatdrias, inibindo a
digestdo e absorcdo do alimento. Dependendo da resisténcia da lectina a protedlise pelas
enzimas digestivas do inseto e de sua especificidade para carboidratos, as lectinas podem
se ligar a diferentes partes do intestino delgado, causando varias mudancas na fungdo e
morfologia (Pusztai et al., 1990). Como exemplo de lectina resistente a digestdo pelas
enzimas digestivas de insetos, podemos citar a lectina de Talisia esculenta que mostrou
uma forte resisténcia as enzimas digestivas papaina (proteinase cisteinica) e pepsina
(proteinase aspartica) por homogeinatos do intestino médio dos bruquideos
Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus, dois predadores do feijao de corda
(Macedo et al., 2002).

A exposi¢do dos insetos a lectinas presentes na dieta pode gerar mudangas
ultraestruturais no epitélio intestinal. O rompimento de microvilosidades e anormalidades
das células epiteliais t€ém sido observado em Nilaparvata lugens quando alimentado com
GNA (Powell et al, 1998). Powell et al. (1998) revelou através de estudos
imunohistoquimicos, a presenca de GNA associada aos corpos gordurosos € a hemolinfa

do Lepidoptera Nilaparvata lugens, provocando efeitos sistémicos.
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4.3.4- Toxicidade das lectinas a Coleopteras e Lepidopteras.

Coleopteras da familia Bruchidae sao considerados uma das grandes pragas
das culturas de feijao. Estes insetos (pequenos besouros conhecidos por gorgulhos ou
carunchos) atacam as sementes durante o armazenamento, afetando severamente a
qualidade e a estocagem dos alimentos. Os principais coledpteros que predam os graos
estocados sdo: Callosobruchus maculatus (Fabr), Zabrotes subfasciatus (Borh) e
Acanthoscelides clandestinus (Most) (Singh et al., 1985). Outra ordem que se destaca ¢ a
dos Lepidopteras, da familia Pyralidae, que sdo pequenas mariposas, denominadas tracas
que também sdo pragas de produtos armazenados como farinha de cereais, farelos. Uma
das principais espécies de Lepidopteras ¢ a Anagasta kuehniella (Zeller), que ocorre em
regioes temperadas e subtropicais de todo mundo (Gullan ef al., 1994).

A lectina de sementes de Koelreuteria paniculata (KpLec), ligante de N-
acetilglicosamina, exibe efeitos toxicos sobre o desenvolvimento larval de C. maculatus e
A. kuehniella, mostrando uma redugao de 50 % no peso médio larval de C. maculatus a
0,7 % e uma redugdo de 50 % no peso médio larval de 4. kuehniella a 0,2 % (Macedo et
al., 2003). A lectina isolada de folhas de Griffonia simplicifolia, especifica para GIcNAc
mostrou efeito toxico no desenvolvimento de C. maculatus (Zhu-Salzman et al., 1998). A
lectina de Talisia esculenta ligante de glicose/manose produziu 90% de mortalidade
quando incorporada a 2 % em dieta artificial para Callosobruchus maculatus e Zabrotes
subfasciatus (Macedo et al., 2002).

Algumas lectinas tém mostrado efeito sobre algumas espécies de lepidopteros:
lectinas de germe de trigo, Bauhinia purpurea € Ricinus communis (ligantes de GlcNAc,
GalNAc e Gal, respectivamente) foram letais para Ostrinia nubilalis quando oferecidas
em dieta a 2%, porém a aglutinina de Galanthus nivalis (GNA) e Canavalia ensiformes
(Con A) quando incorporadas em dieta artificial exerceram efeito detrimental sobre larvas
de Lacanobia oleracea (praga do tomate) (Fitches et al., 1998, Fitches et al., 2001,
Gatehouse et al., 1999).

26



O efeito de varias lectinas de plantas com diferentes especificidades por
carboidratos, também foram analisados sobre Maruca vitrata (praga que ataca legumes).
A lectina de Allium sativum (Man), Calystegia sepium (Man/mal), Pisum sativum
(Man/Glc), Bauhinia purpurea (Gal/GalNAc), Urtica dioica (GlcNAc), Maackia
amurensis (acido sidlico) e Colchium autumnale (glicanos complexos) promovem retardo

no desenvolvimento de Maruca vitrata (Machuka et al., 1999b).

5- Plantas transgénicas

Doencas causadas por patdgenos sdo responsaveis por perdas substanciais nas
colheitas todos os anos (Shah ef al., 1995). Estima-se uma perda anual de 37 % da
produ¢do mundial, sendo que 13 % sdo causados por insetos (Jouanin ef al., 1998).

O objetivo na producao de plantas transgénicas expressando genes de lectinas
tem como objetivo a prote¢do de culturas. Vdarios experimentos tém apresentado
evidéncias diretas que as lectinas podem atuar como uma protecdo da planta contra
insetos predadores e oferecem a possibilidade de investigar como as lectinas agem em
associacdo com outros compostos defensivos presentes nas plantas (Gatehouse et al.,
1998).

Plantas transgénicas resistentes a insetos tém sido produzidas para plantagdes
economicamente importantes no mundo como o milho, algoddo, arroz e batata. Embora
muita atengdo tenha sido focada em genes resistentes a insetos de origem bacteriana,
primariamente codificado a partir das toxinas do Bacillus thuringiensis, outros genes
potencialmente inseticidas estdo sendo examinados, incluindo as proteinas defensivas de
plantas (Fitches et al., 2001).

GNA, lectina ligante especificamente a manose, exibe toxicidade a insetos de
diferentes ordens, incluindo Homoptera, Coleoptera, Lepidoptera. Linhagens transgénicas
expressando GNA tem gerado varias espécies de plantas geneticamente modificadas tais

como: batata (Birch et al., 1999), tabaco (Hilder et al., 1987), trigo (Stoger et al., 1999),
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arroz (Rao et al, 1998) e cana-de-agticar (Allsopp et al., 1996). O efeito do consumo
GNA pelos insetos varia entre as espécies devido a diferenca no comportamento alimentar
do inseto e digestdo destes. Esta lectina recentemente foi expressa em cana-de-agucar e
testada contra dois Lepidopteras, Eoreuma loftini (Dyar) e Diatraea saccharalis (F.),
ambos praga da cana-de-agucar. GNA apresentou reducdo na longetividade das fémeas

adultas de ambas as pragas (Sétamou et al., 2002).
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II- OBJETIVOS

Este trabalho teve por objetivo, fazer um estudo das sementes de Pouteria torta
(abiu piloso), com énfase em seu conteudo protéico, no que diz respeito as lectinas. Logo,

pretendeu-se:

»  Isolar e purificar a primeira lectina da familia Sapotaceae, presente em sementes de
Pouteria torta;

» Determinar a especificidade desta proteina por agucares e diferentes tipos
sanguineos;

» Realizar a caracterizagdo fisico-quimica desta lectina, determinando sua massa
molecular relativa e sua estabilidade a diferentes condicdes de pH, temperatura e
agentes quelantes;

»  Determinar a composi¢ao de aminoacidos e a seqiiéncia do N-terminal;

» Avaliar as seguintes atividades biologicas da lectina de P. forta:

- Potencial inseticida sobre C. maculatus ¢ A. kuehniella;

- Ac¢do inibitoria no desenvolvimento de fungos fitopatogénicos.
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III. MATERIAIS

1- Arvores e Sementes de Pouteria torta

Pouteria torta (Mart.) Radlk, conhecida como abiu piloso, ¢ uma espécie
pertencente a familia Sapotaceae. A arvore apresenta cerca de 8 a 14 metros de altura e 30
a 40 centimetros, suas folhas sdo do tipo coriaceas, concentrada nas extremidades dos
ramos. P. forta ¢ encontrada na regido Amazonica, até o Rio de Janeiro, Minas Gerais,
Goias, Sao Paulo e Parand, nas florestas semiciduas e pluvial (Lorenzi, 1992).

A madeira € apropriada para construc¢do civil, marcenaria e obras internas de
carpintaria. A 4rvore floresce durante os meses de outubro e novembro. Os frutos
amadurecem em dezembro e janeiro. Os frutos sdo comestiveis € muito saborosos. As
sementes sao retiradas dos frutos através da abertura manual (Figura 3) (Lorenzi, 1992).

As sementes de P. torta foram coletadas no municipio de Trés Lagoas-MS.
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Figura 3: Arvore, frutos e sementes de P. torta (Lorenzi, 1992).
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2- Insetos

Para estudo da atividade inseticida da lectina de P. forta, foram utilizados os
insetos Callosobruchus maculatus (Coleoptera) e Anagasta kuehniella (Lepidoptera).

Callosobruchus maculatus Fabricius (Figura 4), ¢ uma praga importante que
ataca principalmente feijoes de véarias espécies do género Vigna, principalmente feijoes
caupi (Lienard et al., 1994). E uma espécie pertencente & ordem Coleoptera, da familia

Bruchidae.

Figura 4: C maculatus sobre graos de feijao Vigna unguiculata (Foto: P.C.Strikis)

O inseto A. kueniella (Figura 5) ¢ um dos principais predadores de produtos
armazenados como milho (Zea mays), trigo (Triticum aestivum), arroz (Oryza sativum) ¢
amendoim (A4rachis hypogea). Porém mostra preferéncia alimentar por farinhas, farelos e
outros produtos deixando-os, na maioria das vezes, improprios para o consumo. O inseto
Anagasta kuehniella Zell pertence a ordem Lepidoptera, familia Pyralidae (Gullan et al.,

1994).
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Figura 5: Inseto adulto de A. kuehniella (Foto: Van Waters G. Rogers)

Os insetos foram obtidos de colonias provindas do Departamento de Ciéncias
Naturais, do Centro Universitario de Trés Lagoas, da Universidade Federal de Mato
Grosso do Sul, do Laboratorio de Purificagdo de Proteinas e Suas Fungdes Bioldgicas

(LPPFB).

3- Fungos

Os fungos, Colletotrichum musae e Fusarium oxysporum foram cedidos pelo
CNPF/EMBRAPA. A levedura Saccharomyces cerevisae foi obtida no Departamento de
Biologia da Universidade Federal do Ceara.

Fusarium oxysporum — ataca as folhas de cana-de-agucar, café e feijao, além de
causar murchamento das bananas.

Colletotrichum musae — responsavel pela antracnose da bananeira. Esta doenga

causa podridao da coroa em bananeiras.
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3- Reagentes

Reagentes para eletroforese: acrilamida, metilenobisacrilamida, Temed, SDS,
Coomassie Brilliant Blue R-250 e persulfato de amonio foram adquiridos da Bio-Rad
Laboratories (Rachamond, EUA).

Carboidratos utilizados: D(+) frutose, D(+) galactose, D(+) galactosamina,
D(+) glicose, D(+) glicosamina, D(+) lactose, D(+) maltose, D(+) manose, N-
acetilgalactosamina, N-acetilglicosamina, rafinose e D(+) sacarose (Sigma).

Os reagentes utilizados para a determinagdo da composicdo de aminoacidos
foram adquiridos do Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA) e Pharmacia.

As resinas utilizadas para cromatografia bem como os padrdes de massa
molecular foram adquiridos da Amersham Biosciences-Pharmacia (Uppsala, Sweden).

Os demais reagentes foram de grau analitico e obtido comercialmente.
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IV- METODOS

1- Preparacio da Farinha

Para a obten¢do da farinha de P. Torta, as sementes foram descascadas e
trituradas em moinho elétrico. Em virtude das sementes serem ricas em lipideos, a farinha
foi submetida a uma delipidag¢do por hexano. A farinha de fina granulagao foi armazenada

em frascos hermeticamente fechados a —20 °C para posterior utilizagao.

2- Extrac¢ao de Proteinas

As proteinas presentes nas sementes de P. torta foram extraidas em solucdo
salina 0,15 M, na relacao 1:5 (p/v). A mistura foi mantida sob agitacdo constante por 12
hs. Apods, foi centrifugada a 6000 rpm durante 30 min, obtendo-se assim um precipitado
que foi descartado, e um sobrenadante denominado de extrato bruto (E.B.), que foi
dializado contra agua destilada e liofilizada, sendo utilizado nas etapas posteriores de

purificagdo da lectina.

3- Dosagem de Proteinas

A concentracdo das proteinas obtidas foi determinada pelo método de Bradford
(1976). A concentragdo de proteina foi avaliada utilizando albumina sérica bovina como
padrdao. O método consiste de 100 pl da amostra mais 2,5 ml da solu¢do de Bradford. A

leitura foi realizada 10 minutos apos o inicio da reagdo a 595 nm.

4- Atividade hemaglutinante

Os testes de atividade hemaglutinante foram realizados em placas de

microtitulagdo contendo 8 fileiras de 12 pocos cada, os quais foram preenchidas com 50
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ul de solucao salina 0,15 M e em seguida acrescidos 50 ul da amostra nos primeiros
pocos das fileiras. A amostra foi entdo diluida serialmente, com agitacdo e transferéncia
de 50 pl para o pogo seguinte até o penultimo poco da fila. Terminadas as dilui¢des,
foram adicionados 50 pl da suspensao de eritrocitos a 2 % (v/v).

As placas foram mantidas em repouso por aproximadamente 1 hora em estuda a
37 °C. A minima concentra¢gdo (ou maior diluicdo) que permite visualizar os eritrocitos
hemaglutinados foi denominado como titulo hemaglutinante.

Os pogos que continham somente a suspensdo de eritrdcitos serviram como

controle.

5- Purificacio da lectina de Pouteria torta

5.1- Cromatografia de exclusdo molecular de Sephacryl S-200 HR Hi-Prep

Uma coluna (80 x 2,0 cm) Sephacryl S-200 HR Hi-Prep foi equilibrada em
bicarbonato de amoénio 0,05 M, pH 8,0. Em seguida 400 mg de EB de P. torta foi
dissolvida no mesmo tampao de equilibrio e aplicada a coluna, a leitura foi realizada a
230 nm.

Fragdes de 3 ml/tubo foram coletadas a um fluxo de 30 ml/hora; as fragdes
protéicas com atividade hemaglutinante foram separadas para serem analisadas em

PAGE-SDS.

5.2- Cromatografia de troca ionica em coluna Source 15Q

A fragdao SIII (20 mg) com atividade hemaglutinante proveniente da coluna
Sephacryl S-200 HR Hi-Prep foi submetida a cromatografia em coluna de troca idnica
Source 15Q (2 ml leito) equilibrada com tampao Tris 0,05 M, pH 8,0. Apos elui¢ao as

proteinas nao absorvidas na coluna, um gradiente salino de 0 a 1,0 M foi utilizado. A
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leitura foi realizada a uma absorbancia de 230 nm, sendo utilizado um fluxo de 45
ml/hora.
As fragdes protéicas com atividade hemaglutinante foram separadas para

analise em PAGE-SDS.

5.3- Cromatografia em coluna de troca ionica HiTrap SP

A fracdo com atividade hemaglutinante proveniente da coluna Source 15Q foi
purificada em coluna de troca i6nica HiTrap SP (de leito 5 ml), equilibrada em tampao
acetato 0,05 M, pH 5,0. 40 mg da fracao P1 foi aplicado a coluna. Apds a eluicdo das
proteinas ndo absorvidas na coluna, um gradiente salino de 0 a 1,0 M foi utilizado. A
leitura foi realizada a uma absorbancia de 230 nm, sendo utilizado um fluxo de 45
ml/hora.

Os picos de proteinas com atividade hemaglutinante foram analisados em

PAGE-SDS.

5.4- Cromatografia de afinidade em coluna de glicose-agarose

PtLec (6,0 mg) foi aplicada em coluna de glicose-agarose (0,5 x 6,0 cm),
equilibrada com tampao fosfato 0,1 M, 0,1 M de NaCl, pH 7,6. A elui¢do de PtLec se deu
com HCI 0,1 M. A leitura foi realizada a uma absorbancia de 230 nm, sendo utilizado um

fluxo de 10 ml/hora.

5.5- Cromatografia de afinidade em coluna de manose-agarose

PtLec (1,0 mg) foi aplicada em coluna de manose-agarose (2,0 x 1,0 cm),
equilibrada com tampao fosfato 0,1 M, 0,1 M de NaCl, pH 7,6. A elui¢do de PtLec se deu
com HCI 0,1 M. A leitura foi realizada a uma absorbancia de 230 nm, sendo utilizado um

fluxo de 10 ml/hora.
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6- Caracterizacao fisico-quimica da lectina de P. forta

6.1- Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

A eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de SDS foi realizada
segundo o metodo descrito por Laemmli (1970). O gel de poliacrilamida foi feito em uma
concentragao de 15 % (a uma proporcao de acrilamida/bisacrilamida 30:0,8). O gel de
separacdo da amostra (main gel) foi preparado em tampao tris/HCl 0,1 M, pH 8,8
contendo SDS 20 %, TEMED (concentrado) e persulfato de amdnio (100mg/ml). O gel
superior ou de aplicacdo (stanking gel) foi preparado usando acrilamida/bisacrilamida 5
% em tampao tris/HCI 0,1 M, pH 6,8, SDS 20 %, persulfato de amonio (100 mg/ml) e
TEMED concentrado. A eletroforese PAGE-SDS foi realizada em um sistema duplo de
placas SE 250 Mighty Small (Hoefer Scientific Instruments, San Francisco, USA).

Para o preparo das amostras, utilizou-se tampao de amostra (tris/HC1 0,1 M, pH
6,8, contendo 10 % de glicerol, 0,02 % de azul de bromofenol e 20 % de SDS). Como
tampao de corrida foi utilizado glicina/tris-HCI 0,18 M, 0,25 M, pH 8,3, contendo 0,1 %
de SDS. A corrida foi realizada a 15 mA, deixando a voltagem livre. Um marcador de
peso molecular foi utilizado como padrao.

A coloragdo seguiu uma modificacdo do procedimento de Weber et al., (1969),
usando-se Comassie Blue R-250 0,25 %, dissolvido em metanol, acido acético glacial e
agua destilada (4:1:5; v:v:v) durante 2 horas, a temperatura ambiente (26 °C). O gel foi
descorado para a visualizagdo das bandas de proteinas por uma solugdo descorante,
contendo metanol, acido acético e agua destilada (4:1:5; v:v:v). A placa foi conservada

em solucdo de glicerol 10 % em 4agua.
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6.2- Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante

Aliquotas de PtLec (140 PtLec pg/ml), com titulo minimo de 3, foram
separadas em eppendorfs e diluidas em tampdes com os pHs variando de 3,0 a 11,0, e em
seguida foram colocadas em banho-maria a 37 °C por 1 hora. Apos, foram retiradas e
equilibradas com NaOH ou HCI até o pH se estabilizar entre 7,0 e 8,0. Em seguida, fez-se
o ensaio de hemaglutinagdo de modo que cada amostra foi testada em triplicata para

posterior analise.

6.3- Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante

Aliquotas de PtLec (140 pg/ml), com titulo minimo de 3, foram preparadas em
eppendorfs e diluidas em solugdo salina 0,15 M. Em seguida, cada amostra foi submetida
a diferentes temperaturas variando de 37 °C a 100 °C por cerca de 30 minutos. Apds o
término, as amostras foram colocadas em banho de gelo. O teste de hemaglutinagado foi
realizado com as amostras a uma temperatura de 37 °C. Cada amostra foi testada em

triplicata.

6.4- Efeito de agentes quelantes sobre a atividade hemaglutinante

O requerimento de cations divalentes para a atividade da lectina foi
primeiramente investigado acrescentando-se EDTA ao ensaio de hemaglutinacao (quela
Ca®", Mn®", Mg*"). Depois, EGTA (quela Ca®") foi utilizado em experimento separado
para confirmar se a atividade da lectina ¢ dependente de ion célcio.

Primeiramente, PtLec (com titulo minimo de 3) foi diluida em solu¢ao de NaCl
0,15 M, e acondicionadas em eppendorffs. Em placas de microtitulagcdo, adicionou-se em
cada pogo 50 pl de NaCl 0,15 M e 50 ul de EDTA 25 mM ou EGTA 25 mM em diluigdes
seriadas, em seguida foi adicionado a lectina (140 pg/ml), deixando em incubagao por 30

minutos. Apds esse periodo, acrescentou-se 50 pl de hemécia a 2 % em cada pogo e
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levou-se a incubagao por 1 hora. Controles para ambos os ions foram feitos com 50 pl de
solug¢do de NaCl 0,15 M, 50 pl do ion correspondente e 50 pl de hemacia. Cada ensaio foi

realizado em triplicatas.

6.5- Determinacao de massa molecular relativa de PtLec

A massa molecular relativa de PtLec foi determinada no sistema Akta-Prime
utilizando uma coluna de filtragdo em gel Superdex 75 (50 x 1,0 cm), equilibrada
primeiramente com tampao tris 0,1 M, NaCl 0,1 M, pH 8,0, sob fluxo 0,3 ml/min, e apds
com glicose 100 mM, calibrada com proteinas de massas moleculares conhecidas.
Fragdes de 3,0 ml foram coletadas. Os marcadores utilizados foram: albumina (67 kDa),

ovoalbumina (45 kDa), quimiotripsinogénio (23 kDa) e ribonuclease A (13,7 kDa).

6.6- Dosagem de carboidratos totais

A PtLec (140 pg/ml) foi submetida ao método de Dubois ef al. (1956) para a
determinacdo do conteudo de carboidratos, utilizando como padrdo a glicose. O método
consiste em uma relacao de 10 pl de amostra para 990 ul de dgua, com 25 ul de fenol 80

% e 2,5 ml de acido sulfarico (H,SO,). A leitura foi realizada a 490 nm.

ooooo

Em placas de microtitulacao foram adicionados 50 pl de diferentes carboidratos
utilizando-se diluicdo seriada (concentragdo inicial de 0,1 M em NaCl 0,15 M), seguido
da adicao de 50 pl de PtLec (5 pug). As placas foram mantidas em repouso por 30 minutos
e em seguida adicionou-se 50 ul da suspensdo de eritrocitos humano tipo A a 2 % (v/v).
Ap6s repouso de 1 hora a temperatura de 37 °C, foi determinado o titulo hemaglutinante.
Foram feitos os controles do ensaio: o controle da integridade dos eritrocitos (50 pl da

suspensdo de eritrocitos humano tipo A a 2 % em NaCl 0,15 M, mais 50 ul de salina);
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controle da atividade hemaglutinante (50 ul da suspensdo de eritrécitos humano tipo A a

2 % em NaCl 0,15 M, mais 50 pl de salina 0,15 M, mais 50 pl de PtLec (10 pg)).

6.8- Composicao de aminoacidos

O aparelho de deteccdo e caracterizagdao utilizado foi Biochrom 20 Plus da
Amersham Biosciences-Pharmacia, onde a identificacdo dos aminoacidos foi feita através
da cromatografia em coluna de troca i6nica e cationica para aminoacidos livres (HP ion
exchange column), provenientes da derivatizacdo com fenilisotiocianato dos aminoacidos
obtidos da hidrélise 4acida. Estas formas de cromoforos podem ser detectadas em
concentragdes de 1,0 nmol.

Para a hidrolise acida foi colocado no fundo do frasco de reacao 100 ul de uma
solu¢do de HCI1 6,0 M, PtLec (100 pg), além de 1,0 mg/ml de fenol para evitar a formagao
de clorotirosina. Em seguida foi feito vacuo proximo de 1-2 torr at¢ o inicio do
borbulhamento do HCI. Fechado o vacuo, deixou-se entrar nitrogénio por 5 seg. Esta
etapa foi repetida 3 vezes. A seguir a amostra foi levada ao forno de hidrélise, a 106 °C,
durante 24 hs. Apos este periodo o tubo de reacdo foi colocado a vacuo até 65 militorr
para secagem da proteina hidrolisada.

ApoOs a hidrolise, a amostra foi ressuspensa em agua deionizada. Uma parte
desta amostra (100 pl) foi misturada em 2 volumes de tampao de citrato de litio 0,15 M,
pH 2,5 para o equilibrio da amostra.

A quantificacdo da amostra foi realizada por derivatizagdo pods-coluna. Os
aminodcidos foram separados usando um gradiente do tipo step wise com concentragdes
crescentes de tampao de citrato de amonia que variaram de 0,15 M a 3,5M e pH 2,5 a 3,5.

Para integracdo e analise dos dados foi utilizado o programa EzChrom chromatography.
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6.9- Determinacao da estrutura N-terminal

6.9.1- Eletroforese em gel de poliacrilamida e transferéncia

Ap6s a eletroforese em gel de poliacrilamida, de acordo com o item 6.1. Apos a
corrida, foi realizado a eletrotransferéncia de PtLec para uma membrana de PVDF,
usando uma corrente de 400 mA por 60 minutos sob resfriamento a 10 °C. O tampao de
transferéncia foi preparado com 2,8 g de tris, 13,7 g de glicina para 800 ml de 4gua miliq
e o volume final elevado a 1 litro com 200 ml de metanol, pH 8,5. Ao final da
transferéncia, a membrana foi corada com Comassie blue R-250 por 3 minutos e
descorada em solugdo descorante, para evidenciamento das bandas protéicas. O material

de interesse foi selecionado para posterior seqiliéncia.

6.9.2- Seqiiéncia N-terminal

A seqiiéncia direta do N-terminal foi realizada com a transferéncia da proteina
da membrana de PVDF para o seqiienciador automatico Procise. Os aminoacidos
feniltioidantoina (PTH) foram identificados pela comparagdo de seus tempos de retengao
com aqueles 20 aminoacidos padroes.

A sequencia N-terminal de PtLec foi pesquisada, quanto a sua homologia com

outras lectinas vegetais usando os servigos eletronicos BLAST-NCBI.
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7- Estudo dos Papéis Biologicos de PtLec

7.1- Estudo da atividade inseticida

1- Criacao dos insetos

Os bruquideos C. maculatus (Figura 4) foram mantidos em sementes de Vigna
unguiculata em frascos de vidro transparente, de boca larga, fechada com tampas
metalicas perfuradas. As colonias foram mantidas em B.O.D. (camaras de cria¢do) a
temperatura de 28-30 °C e umidade relativa em torno de 65-70 °C. A cada geragao fez-se
a infestacao de novas sementes com fémeas de 2 dias de idade, por um periodo de postura
de 1 dia. Apds um periodo de aproximadamente 28 dias, uma nova geracao de insetos ¢
obtida.

Os lepidopteros A. kuehniella (Figura 5) foram mantidos em uma sala de
criacdo em temperatura relativa de 26-27 °C e umidade relativa de 65-70 °C. A dieta
artificial foi preparada pela mistura de trigo integral, gérmen de trigo, farelo de trigo e
levedura (8:2:1, 9:0:1). A cada geragao foram realizados a infestacdo de novas colonias

com ovos de um dia de ovoposic¢ao.

2- Preparacio das sementes artificiais contendo PtLec para C. maculatus

Sementes artificiais (400 mg) foram preparadas pela mistura de farinha de
feijao (V. unguiculata) da variedade EPACE-10 (cultivar suscetivel) com a lectina PtLec.
A lectina foi homogeneizada com a farinha de EPACE-10 num gral, transferidas para um
molde de latdo e prensados com auxilio de uma prensa manual. A pressao exercida deve
permitir uma consisténcia e dureza que possibilite a postura e desenvolvimento do inseto
(Macedo et al., 1995).

As incorporagdes de PtLec foram realizadas nas concentragdes de 0; 0,1; 0,15;

0,5 e 1,0 % e oferecidas as fémeas de C. maculatus com 2 dias de nascido para

43



ovoposi¢cdao. Apos 20 dias, as sementes artificiais foram abertas e analisadas quanto ao
numero de larvas e o seu peso médio. Foram realizadas 30 sementes artificiais, cada uma

com 4 ovos de C. maculatus (n=120).

3- Preparaciao da dieta artificial contendo PtLec para A. kuehniella

A dieta consistiu da mistura da farinha de trigo, germe de trigo, farelo de trigo,
levedo (8:2:1,9:0,1) e PtLec. As incorporagdes foram realizadas nas concentracoes de 0;
0,2; 0,5 e 1,0 %. Foram realizadas 20 dietas contendo 5 ovos em cada uma (n=100). Os
experimentos foram analisados apds 24 dias, verificando o peso médio € o nimero de
sobreviventes de A. kuehniella. Também foi analisado o quanto de dieta foi consumida e a

quantidade de fezes produzidas por cada larva.

3.1- Consumo e utilizagdo de alimento

Larvas de 4° instar de A. kuehniella foram analisadas em relacdo ao consumo ¢
utilizacao da dieta controle e ao tratamento com PtLec 0,5 %.

Com relagdo aos pardmetros nutricionais, foram determinados os seguintes
indices, ap0Os 24 dias de alimentagdo em dietas controle e dietas com PtLec (Panizzi ef al.,

1991).
a) Eficiéncia de conversdo do alimento ingerido (%): ECI= B x 100
I

b) Eficiéncia de conversdo do alimento digerido (%): ECD=B x 100
LF

c) Digestibilidade aproximada (%): AD=ILF x 100
I

d) Custo metabdlico (%): CM=100-ECD
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onde,

T- tempo de duragdo do periodo de alimentagao;
I- alimento consumido;

F- alimento nao digerido + produto de excrecao;
I-F- alimento assimilado durante T;

B- peso médio da larvas durante T.

4- Analise estatistica

A diferenca estatistica entre os grupos foi determinada através de andlise de
variancia (ANOVA) e teste Tukey para multiplas comparagdes. O p<0,05 foi fixado para

indicar significancia estatistica.

7.2- Estudo da atividade fungicida

1-Manutencio dos microrganismos

Cepas de F. oxysporum e C. musae foram inicialmente colocadas para crescer
em placas de Petri contendo meio agar Sabouraud, durante 10 dias a temperatura
ambiente. Apds este periodo, indculos desse material (em forma de disco) foram
transferidos para solucado salina 0,15 M e estocados a 4 °C por até seis meses.

Células de S. cerevisae crescidas em placas de Petri contendo meio agar
Sabouraud por trés dias foram transferidas para dgar Sabouraud inclinado e armazenadas

a 4 °C por até trés meses.
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2- Extracio 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. Apds 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 alca de Drigalski. Os esporos extraidos

foram recuperados e quantificados em camera de Neubauer com o uso de microscopio.

3- Preparo das células de levedura

Indculos das células de S. cerevisae foram retirados dos tubos contendo agar
Sabouraud inclinado e transferidos para placas de Petri contendo agar Sabouraud. As
células foram deixadas crescer por um periodo de trés dias a temperatura ambiente. Apds
crescimento, um novo indculo foi retirado das placas e transferido para solucao salina

0,15 M para quantificacdo das células em cidmera de Neubauer.

4- Ensaio de inibicao do crescimento dos fungos

Esporos de F. oxysporum e C. musae (4 x 10°) e células de S. cerevisae (10.000
cel/ml) foram incubados em 200 pul de caldo Sabouraud contendo 20 pg/ml de lectina. O
ensaio foi realizado em placas de cultura de células (96 pocos), a temperatura ambiente
por um periodo de 60 horas. A determinacao da densidade dtica (reflexo do crescimento
micelial e celular) foi feita de 6 em 6 horas em um “leitor de ELISA”, a 660 nm. Todo o
procedimento de preparo do ensaio foi realizado em condigdes estéreis em capela de fluxo

laminar. Todos os experimentos foram feitos em triplicata.

46



V-RESULTADOS

1- Purificacao da lectina de Pouteria torta

1.1- Cromatografia de exclusdo molecular Sephacryl S-200 HR Hi-Prep

Amostras de 400 mg de Extrato Bruto liofilizado foram solubilizadas em
bicarbonato de amodnia 0,05 M, pH 8,0 e aplicados a coluna Sephacry S-200 HR Hi-Prep.
A eluicao foi realizada com o mesmo tampao. As fracdes foram coletadas em um fluxo de
30 ml/h, coletando-se 3 ml/ tubo. A atividade hemaglutinante foi detectada nas fragdes

eluidas de ntimero 26 a 48 e 76 a 144, como mostra o perfil cromatografico apresentado

na Figura 6.
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Figura 6: Cromatografia de exclusiao molecular em coluna Sephacry S-200 HR Hi-
Prep. A coluna (80 x 2,0 cm) equilibrada com tampao bicarbonato de amédnia 0,05 M, pH
8,0. Foram coletadas fragdes de 3ml/tubo em um fluxo de 30 ml/hora. Absorbancia

monitorada a 230 nm. Atividade hemaglutinante ( «— ).
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1.2- Cromatografia de troca idonica em coluna Source 15Q

A fracdo SIII, proveniente da Sephacryl S-200 HR Hi-Prep foi submetida a
uma cromatografia em coluna Source 15Q. A Figura 7 mostra um pérfil cromatografico

de trés picos de proteina, onde a atividade hemaglutinante foi detectada no primeiro pico.
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Figura 7: Cromatografia de troca iénica em coluna Source 15Q. A coluna (2 ml de
leito) foi submetida a um fluxo de 45 ml/hora, usando tampao tris/HCI 0,05 M, pH 8,0 e
foram coletadas fracoes de 3 ml/tubo. A absorbancia foi monitorada a 230 nm. Amostra
aplicada: 20 mg da fragdo SIII proveniente da coluna de exclusdo molecular. Atividade

hemaglutinante ( <> ).
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1.3- Cromatografia de troca ionica em coluna HiTrap SP

A fragdo P1, proveniente da Source 15Q, foi submetida & cromatografia em
coluna HiTrap SP. A Figura 8 mostra apenas um pico com atividade hemaglutinante

eluido antes do gradiente, denominado PtLec.
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Figura 8: Cromatografia de troca ionica em coluna HiTrap SP. A coluna (5 ml de
leito) foi submetida a um fluxo de 45 ml/hora, usando tampao acetato de sdédio 0,05 M,
pH 8,0, foram coletadas fragdes de 3 ml/tubo. A absorbancia foi monitorada a 230 nm.
Amostra aplicada: 40 mg da fragdo P1 proveniente da coluna Source 15Q. Atividade

hemaglutinante ( <> ).
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1.4- Cromatografia de afinidade em coluna de glicose-agarose

PtLec foi submetida a uma cromatografia de afinidade em coluna de glicose-
agarose. Observou-se que a lectina ficou retida, mostrando assim uma grande afinidade

desta pela matriz (Figura 9).
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Figura 9:Cromatografia de afinidade em coluna de glicose-agarose. A coluna (0,5 x
6,0 cm) foi submetida a um fluxo de 10 ml/hora, eluida inicialmente com tampao fosfato
0,1 M, NaCl 0,1 M, pH 7,6, seguido de HCI1 0,1 M, foram coletadas 2 ml por tubo. A

absorbancia monitorada a 230 nm. Atividade Hemaglutinante ( <> ).
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1.5- Cromatografia de afinidade em coluna de manose-agarose

PtLec foi submetida a uma cromatografia de afinidade em coluna de manose-
agarose. Observou-se que a lectina ficou retida, mostrando assim uma grande afinidade

desta pela matriz (Figura 10).
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Figura 10: Cromatografia de afinidade em coluna de manose-agarose. A coluna (2,0
x 1,0 cm) foi eluida inicialmente com tampao fosfato 0,1 M, 0,1 M NaCl, pH 7,6, seguido
de HCI 0,1 M, foram coletadas 0,5 ml/tubo. A absorbancia monitorada a 230 nm.

Atividade hemaglutinante ( <> ).
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2- Estudo da Atividade Hemaglutinante

2- Atividade hemaglutinante de PtLec

A atividade hemaglutinante de PtLec (18,4 ng) foi determinada utilizando
eritrocitos humanos (sistema ABQO) e eritrocitos de animais (rato, coelho e bovino)
padronizados a 2%. Os resultados, conforme a Tabela 3, mostraram que PtLec aglutina
todos os tipos de eritrocitos em titulos variaveis e apresenta uma discreta seletividade para
os grupos sanguineos A e AB. Nos animais, a seletividade foi maior para os eritrocitos de

bovino e de rato.

Tabela 3: Atividade hemaglutinante de PtLec

Eritrocitos Hemaglutinagdo
(Titulo*)

A 4

B 3

AB 4

O 3
Bovino 5
Coelho 3
Rato 5

*Titulo: corresponde ao inverso da diluigdo a qual causou 50 % de aglutinagao total

dos eritrocitos.
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3- Caracterizacio Fisico-Quimica da lectina de P. torta

3.1- Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS

Eletroforese de poliacrilamida na presenca de SDS 15 % (PAGE-SDS) foi
realizada para verificar as etapas de purificagdo de PtLec. A Figura 11 mostra que PtLec
apresenta (Linha 5) uma Unica banda principal com massa relativa de 10 kDa, tanto na

auséncia como na presenca do agente redutor DTT (Linha 6).
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Figura 11: PAGE-SDS (15 %) das etapas de purificacio da lectina de sementes de P.
torta. 1- Marcador de peso molecular (kDa); 2- EB; 3-SIII; 4- P1; 5- PtLec e 6- PtLec +

DTT.
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3.2- Determinacio da massa molecular relativa de PtLec

Através da cromatografia em coluna Superdex 75 pode-se determinar a massa
molecular relativa de PtLec. A curva de calibracao foi realizada com proteinas de massas
moleculares conhecidas. O célculo da massa relativa (Mr) foi realizado através do gréafico
de log Mr x Ve/Vo, onde Ve ¢ o volume de eluigdo da proteina e Vo € o volume de
exclusdo da coluna (Figura 12). Assim, o tempo de retengdo de PtLec foi correspondente

a massa molecular de 10 kDa.
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Figura 12: Determinacio da massa molecular relativa de PtLec em coluna de
exclusao molecular Superdex 75. A coluna Superdex 75 (50,0 x 1,0 cm) foi equilibrada
com tampao tris 0,1 M, NaCl 0,1 M, pH 8,0. Fluxo de 0,3 ml/hora. Padroes de massa
molecular: albumina (67 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Quimiotripsinogénio ( 23 kDa) e
ribonuclease A (13,7 kDa).
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3.3- Determinacdo da massa molecular de PtLec em coluna Superdex 75 equilibrada

com glicose 100 mM

Através da cromatografia em coluna Superdex 75 equilibrada com glicose 100

mM pode-se verificar que o tempo de retencao de PtLec foi de 60 kDa (Figura 13).
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Figura 13: Determinacio da massa molecular relativa de PtLec em coluna de
exclusdo molecular Superdex 75 equilibrada com glicose 0,1 M. A coluna Superdex
75 (50,0 x 1,0 cm) foi equilibrada com glicose 0,1 M. Fluxo de 0,3 ml/hora. Padroes de
massa molecular: albumina (67 kDa), Ovoalbumina (45 kDa), Quimiotripsinogénio ( 23

kDa) e ribonuclease A (13,7 kDa).
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3.4- Dosagem de carboidratos totais

A dosagem de carboidratos segundo Dubois et al. (1956) foi realizada para
PtLec (140 pg). Foi observado que PtLec apresenta 22,8 % de acticar neutro.

e 7 o

3.5- Aciao inibitoria de carboidratos sobre a atividade hemaglutinante

A agdo inibitéria dos carboidratos sobre a atividade hemaglutinante de PtLec
foi analisada com dez diferentes actcares, conforme a Tabela 4. Foi utilizado para os
ensaios de hemaglutinacdo sangue A a 2%. Entre os agucares testados somente tiveram

acdo inibitoria D-glicose (0,096 mM) e D-manose (0,048 mM).

Tabela 4: Ac¢ao inibitoria de carboidratos sobre a atividade hemaglutinante de

PtLlLec

Carboidratos ICsy (mM)*
D-Frutose ND
D-Galactose ND
D-Glicose 0,096
D-Lactose ND
D-Maltose ND
D-Manose 0,048
N-acetilgalactosamina ND
N-acetilglicosamina ND
Sacarose ND
Rafinose ND

* ICsp: concentracdo necessaria para inibir 50 % da atividade

hemaglutinante. Em cada ensaio foram utilizadas 5ug de PtLec.

ND: Nao detectado
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3.6- Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante

A avaliacdo da estabilidade de térmica de PtLec foi realizada em diferentes
temperaturas. A Figura 14 mostra o efeito das diferentes temperaturas na atividade
hemaglutinante de PtLec. PtLec teve sua atividade hemaglutinante estavel na faixa de
temperatura de 37 a 60 °C. Nas temperaturas 70, 80 ¢ 90 °C houve uma reducao de 22 %,
34 % e 78 % na atividade hemaglutinante, respectivamente. A 100°C ndo foi detectado

atividade hemaglutinante.
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Figura 14: Efeito da temperatura na atividade hemaglutinante de PtLec . A
atividade hemaglutinante foi determinada apds 30 minutos de incubagdo nas referidas
temperaturas. Cada valor representa a média = SD de 3 repeti¢des. Letras diferentes
indicam diferenca significativa dos valores (P< 0,05) de cada temperatura quando

comparados entre si. (ANOVA, teste de Tukey).
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3.7- Efeito do pH na atividade hemaglutinante

A estabilidade de PtLec nos diferentes pHs (3 a 11) foi analisada. A Figura 15
mostra a atividade das amostras submetidas a variacdo de pH, sendo observado uma
estabilidade na faixa de pH de 5 a 10. No pH 3 a 4 houve uma reducao de 45 % na
atividade hemaglutinante e a pH 11 houve uma redugdo de 67 % na atividade

hemaglutinante.
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Figura 15: Efeito dos pH na atividade hemaglutinante de PtLec. A atividade
hemaglutinante da lectina foi verificada ap6s 30 minutos de incubagdo em tampdes com
diferentes pHs. Cada valor representa a média = SD de 3 repetigdes. Letras diferentes
indicam diferenca significativa dos valores (P< 0,05) de cada pH quando comparados

entre si. (ANOVA, teste de Tukey).

58



3.8- Efeito de agentes quelantes sobre a atividade hemaglutinante

PtLec quando incubada com EDTA 0,025 M e EGTA 0,025 M mostrou perda
da atividade bioldgica. A Adigdo do Ca®" e Mn®" restaurou a atividade hemaglutinante de

PtLec (Tabela 5).

Tabela S: Efeito dos agentes sobre a atividade hemaglutinante

Tratamento Atividade hemaglutinante detectada
PtLec + EDTA Nao
PtLec + EGTA Nao
PtLec + Ca”’ Nao
PtLec + Mn”" Nio
PtLec + Mg~ Nao
PtLec + Ca”  + Mn"" Sim
PtLec + Ca™ + Mg~ Nao
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3.9- Composiciao de aminoacido

Os resultados da andlise de aminodcidos sdo apresentados na Tabela 6. A
analise foi evidenciada pela alta ocorréncia de valina (Val), isoleucina (Ile), fenilalanina
(Phe), lisina (Lys), arginina (Arg) e histidina (His) em comparagdo ao outros
aminoacidos. Esta andlise mostra que cerca de 20 % dos aminodcidos de PtLec sdo
basicos e 7,3 % sdo 4cidos. Os residuos de triptofano (Trp) ndo sdo detectados pelo

método.

Tabela 6: Composicio de aminoacidos de PtLec

Aminodcidos | N° de residuo por molécula (%)
Asp 2,9
Thr 5,2
Asn 2.4
Glu 4.4
Gln 4.5
Pro 4.7
Gly 5,5
Ala 4,5
Val 8,8
Met 2,6
Cys 3,9

Ile 8,5
Leu 4,5
Tyr 5,8
Phe 7,4
Lys 7,0
His 6,0
Arg 7,0
Ser 3,5
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3.10- Determinacao da Estrutura N-terminal

A Tabela 7 ilustra a seqliéncia N-terminal de PtLec com 11 residuos de
aminoacidos. A andlise do N-terminal revelou a seqiiéncia EPXHLNEQMLQ. De acordo
com a pesquisa em banco de dado PtLec ndo apresenta homologia com outras lectinas

vegetais.

Tabela 7: Seqiiéncia N-terminal de PtLec

Lectina Sequéncia

PtLec |[EPXHLNEQMLQ
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4- Os Papéis Biologicos de PtLec
4.1- Estudo da atividade inseticida

4.1.1- Efeito de PtLec sobre o desenvolvimento larval de C. maculatus

O efeito de PtLec sobre o desenvolvimento de C. maculatus foi analisado
determinando-se o nimero de individuos e o peso médio das larvas de 4° instar em dietas
artificiais contendo quantidades crescentes de PtLec. As Figuras 16 A e 16 B e 17
mostram os efeitos causados por PtLec no desenvolvimento e peso médios das larvas de
C. maculatus. PtLec produziu 100 % de mortalidade quando incorporada a 0,3 (dado nao
mostrado), alcancando uma LDs, de 0,12 % (Figura 16 A). As figuras 16 B e 17 mostram
o efeito de PtLec em relagdo ao peso médio de C. maculatus. PtLec quando incorporada a
0,08 % causa uma redugdo de 50 % no peso das larvas (WDsy).

Analises de regressdo mostraram que para cada aumento de 0,01 % na dose de
PtLec ocorre um aumento de 4,98 % na mortalidade com um R? igual a 0,95. Nesse
mesmo aumento na concentracdo de PtLec ¢ verificado uma diminuicao de 0,61 mg no

peso médio (R* = 0,98).
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Figura 16: Efeito de PtLec sobre larvas de 20 dias de C. maculatus alimentadas com
dieta artificial. (A) N° de sobreviventes (B) peso médio. Cada ponto representa n>100.

As barras indicam erro da média.
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Figura 17 : Variacido no tamanho das larvas de 4° instar de C. maculatus. (A) larvas

alimentadas com PtLec 0,1 % e (B) dietas controles.

4.1.2- Efeito de PtLec sobre o desenvolvimento larval de A. kuehniella

O efeito de PtLec sobre o desenvolvimento de A. kuehniella foi analisado
determinando-se o numero de individuos e o peso médio das larvas de 4° instar em dietas
artificiais contendo quantidades crescentes de PtLec. As Figuras 18 A, 18 B ¢ 19 mostram
os efeitos causados por PtLec no desenvolvimento e peso médios das larvas de A.
kuehniella. PtLec quando incorporada a 1 % causou uma mortalidade larval de 20 %
(Figura 18 A) e uma redug@o no peso médio larval de 71,4 % (Figura 18 B e 19). A dose
necessaria para causar redu¢ao no peso médio larval (WDs) foi de 0,6 % de PtLec.

Andlise de regressao mostrou que para cada aumento de 0,1 % na dose de
PtLec ocorre um aumento de 0,76 % na mortalidade, com um R? igual a 0,94, nesse
mesmo aumento da concentracdo de PtLec ¢ verificado uma diminuicao de 0,44 mg no

peso das larvas (R* = 0,91).

64



904 ]
80
70
60
50
40
30
20
104

0 T T T T T T T T
0,0 0,2 0,4 0,6 0,8 1,0

PtLec (%, p/p)

Y=86,3 -25X R’=0,94

Sobrevivéncia larval (%)

-

il —
2F Y=59-44X R>=0,91 \\\i

Peso médio larval (mg)
»—0—,44
/

WD, =0,6%

0.0 02 04 06 08 10
PtLec (%, p/p)

Figura 18: Efeito de PtLec sobre larvas de 24 dias de A. kuehniella alimentadas com
dieta artificial. (A) N° de sobreviventes (B) peso médio. Cada ponto representa n>100.

As barras indicam erro da média.
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Figura 19: Variacao no tamanho das larvas de 4° instar de A. kuehniella. (A) dieta

controle e (B e C) alimentadas com PtLec 0,1 %.
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4.1.3- Consumo e utilizacio de alimentos

O consumo ¢ utilizacdo de alimento foram bastante diferentes em relacdo as
larvas alimentadas com dietas controle com as larvas alimentada com dietas contendo
PtLec 0,5%, havendo influéncia da lectina sobre a digestibilidade aproximada, eficiéncia
de conversdo e sobre o metabolismo (Tabela 8).

A Figura 20 A e 20 B mostram os efeitos de PtLec no consumo da dieta e na
quantidade de fezes produzidas por larva. PtlLec causou uma reducdo de
aproximadamente 11,5 mg/larva no consumo da dieta em relacdo a dieta controle (22,5
mg/larva) (Figura 20 A). PtLec também promoveu uma diminui¢ao de 0,61 mg/larva na

quantidade de fezes produzidas em relacao a dieta controle (2,9 mg/larva) (Figura 20 B).

Tabela 8: Digestibilidade aparente (AD), eficiéncia de conversio do alimento
ingerido (ECI), eficiéncia de conversao do alimento digerido (ECD), custo
metabolico (CM), das larvas de A. kuehniella criadas em dietas na presenca de

PtLec 0,5% e em dietas controle.

Indices nutricionais Dieta controle Dieta contendo PtLec
ECI (%) 31+ 1,8a 24,4 +0,9b
ECD (%) 48 £4,2a 25,1+ 1,1b
AD (%) 65,9 +7,2a 15,5+ 1,4b
CM (%) 52+6,7a 75 +83b

Médias seguidas de letras diferentes e diferem entre si, pelo teste T, ao nivel de 5%

de probabilidade.
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Figura 20: Consumo e utilizacio de alimentos pelas larvas de A. kuehniella
alimentadas com PtLec. (A) dieta consumida/larva (B) fezes produzidas/larva. Cada

ponto representa n>100. As barras indicam erro da média.
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4.2- Estudo da Atividade Fungicida

4.2.1- Efeito de PtLec sobre o crescimento dos fungos

PtLec foi testada em relagdo a inibicdo do crescimento dos fungos Fusarium
oxysporum, Colletotrichum musae e da levedura Saccharomyces cerevisae (Figuras 21 A,
21 B e 22). Pelos graficos abaixo, pode-se concluir que PtLec (280 pg/ml) apresentou
atividade fungicida sobre os fungos testados, inibindo o crescimento de F. oxysporum e
C. musae a partir de 50 h (Figura 21 A e 21 B) e um forte efeito sobre a levedura S.

cerevisae (Figura 22) inibindo em 100 % o seu crescimento.
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Figura 21: Efeito de PtLec sobre o crescimento de fungos. (A) F. oxysporum e (B) C.

musae. A leitura da absorbancia em 660 nm foi utilizada para monitorar o crescimento

dos fungos. Os experimentos foram realizados em triplicata.
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Figura 22: Efeito de PtLec sobre o crescimento da levedura S. cerevisae. A leitura da

absorbancia em 660 nm foi utilizada para monitorar o crescimento dos fungos. Os

experimentos foram realizados em triplicata.
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4.2.2- Microscopia optica mostrando o efeito de PtLec sobre o crescimento

dos fungos

Fotos de microscopia optica dos fungos F. oxysporum e C. musae depois de
60h de crescimento, mostram o desenvolvimento normal de hifas nos controles (Figura 23
A e 23 B) e uma inibicao no desenvolvimento dessas na presenca de PtLec (280 pg/ml)

(Figuras 23 C e 23 D).

Figura 23: Microscopia optica de F. oxysporum e C. musae depois de 60 h de
crescimento dos fungos. (A) F. oxysporum, (C) F. oxysporum + PtLec, (B) C. musae,

(D) C. musae + PtlLec. (<= ) Amplitude= 20um.
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VI- DISCUSSAO

Lectinas de plantas constituem uma grande familia de proteinas homdlogas que
se assemelham em suas propriedades fisico-quimicas. Lectinas vegetais acumulam-se em
grande quantidade em sementes maduras e sdo sintetizadas durante o desenvolvimento da
semente e depositadas em vacuolos de armazenamento, denominados corpos protéicos,
por um processo secretorio intracelular (Ferreira ef al.,2003).

Até o momento, o estudo de lectinas tem demonstrado que este € um grupo
versatil de proteinas na pesquisa bioldgica e biomédica. O sucesso das lectinas de plantas
esta baseado na elevada capacidade dessas proteinas em se ligar a carboidratos especificos
e conseqiientemente provocar diversos efeitos bioldgicos em diferentes organismos. Em
conseqiiéncia desses efeitos, muitas lectinas sdo purificadas e usadas como ferramenta
para a biotecnologia e como proteinas bioativas (Peumans et al., 1998).

Em virtude das vastas informagdes hoje conhecidas, sobre os varios tipos de
lectinas encontradas na mais variadas espécies de plantas, e pelo fato de ndo ter nenhuma
outra lectina descrita na literatura pertencente a familia Sapotaceae, resolveu-se pesquisar
a presenca de lectinas nas sementes de P. forta.

Os métodos utilizados para a extracao e purificagdo da lectina de P. torta
foram aqueles comumente usados para proteinas vegetais, que envolvem a extragdo
utilizando solugdes salinas e/ou 4cidas, precipitacdo por solventes organicos ou por sais €
fracionamento por técnicas cromatograficas, tais como exclusao molecular e troca i0nica
(Belitz et al. 1990).

A producdo de uma farinha das sementes de P. forta foi a primeira etapa
realizada. Esta farinha foi submetida a um processo de retirada de gordura por hexano
com o objetivo de reduzir a quantidade de lipideos, pois estes poderiam interferir nas

etapas subseqiientes.
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A obtencao do extrato bruto (EB) das sementes de P. forta foi realizada com
solucdo salina 0,15 M (1:5), segundo os métodos de Cavada et al. (1998) e Machuka et al.
(1999a).

A aglutinacao ¢ o resultado da interacdo dos agucares de superficie e sitios de
ligacdo para estes acucares na molécula da lectina (Singh et al., 1999). O estudo da
atividade hemaglutinante do extrato bruto permitiu evidenciar que ocorreu a aglutinagao
de todos os tipos sanguineos testados em titulos varidveis, apresentando uma discreta
seletividade para sangue humano A e AB e sangue de rato e boi (Tabela 3), o que veio
confirmar a presen¢a de uma lectina nessa semente.

Trés passos cromatograficos foram utilizados para purificar a lectina presente
em sementes de P. forta: cromatografia em coluna de exclusao molecular (Sephacryl S-
200 HR Hi-Prep), cromatografia de troca anionica (Source 15Q) e cromatografia de troca
cationica (HiTrap SP). Esses processos de purificacdo sdo bastante empregados na
purificacdo de lectinas vegetais, sendo por exemplo utilizados para purificar as lectinas de
Phaseolus vulgaris L. (Kamemura et al., 1996), a lectina de frutos de Cyphomandra
betacea (Sampietro et al., 2001) e as isolectinas presentes de frutos de Vitis vinifera L.
(Berthier et al., 1999).

A lectina de P. torta foi purificada inicialmente em coluna Sephacryl S-200
HR Hi-Prep, proporcionando trés picos com atividade hemaglutinante (Figura 6). Devido
ao maior rendimento, a fragdo SIII foi utilizada nas etapas posteriores. Esta fragdo foi
submetida a coluna de troca anidnica Source 15Q (Figura 7), onde o primeiro pico
apresentou atividade hemaglutinante (P1). Para purifica¢do final da lectina P. forta, um
terceiro passo cromatografico foi utilizado. P1, proveniente da coluna Source 15Q, foi
fracionado em coluna de troca cationica HiTrap SP (Figura 8), apresentando um Unico
pico com atividade hemaglutinante (PtLec).

Para verificar o grau de pureza de PtLec obtida através dos passos de
purificacdo citados acima, submetemos as fragdes a uma eletroforese em PAGE-SDS,

onde observou-se que a fragdo oriunda da cromatografia em coluna de HiTrap SP (PtLec)
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apresentou uma unica banda de proteina de peso molecular aparente de 10 kDa, tanto na
auséncia como na presenca de DTT (Figura 11, linha 5 e 6). Resultados semelhantes
foram observados para a lectina monovalente de Oriza sativa, que em PAGE-SDS
apresentou uma Unica banda de 15 kDa (Zhang et al., 2000).

A massa molecular aparente (Mr) de PtLec, calculada por filtracdo em gel foi
de 10 kDa (Figura 12), entretanto, quando a Mr da proteina foi determinada na presenga
de um dos acgtcares especificos (glicose 100 mM) observou-se a massa molecular
aparente de 60 kDa (Figura 13), sugerindo que PtLec seja composta de seis subunidades
de 10 kDa, fato comum entre as lectinas de plantas (Moreira et al., 1997; Moreira et al.,
1998). Comportamento semelhante foi observado na lectina isolada de sementes de
Castanea crenata (CCA), uma manose/glicose que em PAGE-SDS apresentou uma unica
banda de peso molecular de 37kDa, tanto na auséncia quanto na presenca de DTT e uma
massa molecular aparente (Mr) estimada em coluna de Superose 12 de 257 kDa,
sugerindo que CCA ¢ composta de 6 ou 8 subunidades idénticas que estdo associadas por
interagOes hidrofobicas e/ou pontes de hidrogénio (Nomura et al., 1998).

O percentual de actcar neutro de PtLec foi estimado em aproximadamente
22,8 %, indicando que PtLec ¢ uma glicoproteina. Concentragdes semelhantes foram
detectados na lectina de Cyphomandra betacea (24 %) (Xu et al., 1992) e na lectina de
Talisia esculenta (18,8 %) (Freire et al., 2002). Valores mais altos do que o determinado
para algumas lectinas como Vatairea macrocarpa (7,6 %) (Cavada et al., 1998) e lectina
de semente de Erythrina speciosa (5,5 %) (Konozy et al., 2003).

A determinacdo da inibi¢do da atividade hemaglutinante por carboidratos
utilizando monossacarideos, dissacarideos e polissacarideos sdo necessarios para
sabermos qual ¢ a especificidade da lectina (Moreira ef al., 1990). A agdo inibitoria dos
carboidratos sobre a atividade hemaglutinante de PtLec foi realizada com diferentes
carboidratos (Tabela 4). Entre os varios agucares testados somente D-manose (0.048 mM)
e D-glicose (0.096 mM) apresentaram a¢do inibitoria. Desta forma, podemos concluir que

PtLec, pertence ao grupo das lectinas de planta do tipo manose/glicose, de acordo com a
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classificagdo de Peumans et al. (1998). Para comprovar a afinidade de PtLec por glicose e
manose, esta foi submetidas a cromatografias de afinidade em colunas de glicose-agarose
e manose-agarose (Figuras 9 e 10). Os resultados confirmaram os testes de inibi¢cdo por
carboidratos, mostrando que PtLec apresenta grande afinidade para os actcares glicose e
manose. Assim como PtLec, as lectinas de sementes de Parkia platycephala (Mann et al.,
2001), lectinas de sementes de Canavalia grandiflora (Ceccato et al., 2002) e lectina de
sementes de Talisia esculenta (Freire et al., 2002) sdo ligantes de D-manose e D-glicose.
O efeito da temperatura na atividade hemaglutinante de PtLec (Figura 14)
revelou estabilidade entre 37 °C a 60 °C, havendo reducao na atividade bioldgica de 22 %,
34 % e 78 % nas temperaturas 70 °C, 80 °C e 90 °C, perdendo totalmente a atividade a
100 °C. A estabilidade de PtLec submetida a diferentes pHs mostrou que a lectina ¢
estavel na faixa de 5 a 10, havendo redugao de 45 % nos pHs 3 e 4 ¢ uma reducao de 67
% no pH 11(Figura 15). Comportamento semelhante em relagdo a temperatura e pH
foram observados para a lectina de sementes de Erythrina speciosa que teve a sua
atividade hemaglutinante estavel até 65 °C e permaneceu inalterada em pH de 6,5 a 9,6
(Konozy et al., 2003). A lectina de frutos de Cyphomandra betacea também apresentou
comportamento semelhante a PtlLec, sendo estavel até 60 °C, perdendo completamente a
sua atividade a partir dos 80 °C e estavel aos pHs de 5 a 9 (Sampietro ef al., 2001).
Algumas lectinas requerem para sua atividade hemaglutinante a presenca de
fons Ca*", Mg”" e Mn”", para estabilizar os sitios de ligacdo dos acucares (Weis et al.,
1996). Quanto PtLec foi submetida a ensaio de hemaglutinangdo na presenca de dos
agentes quelantes de cations divalentes, como o EDTA e EGTA, a lectina perdeu
completamente sua atividade. PtLec demonstrou ser uma metaloproteina dependente de
Ca* e Mn”", recuperando sua atividade em quando o Ca®" (12,5 mM) e o Mn*" (12,5
mM) foram adicionados ao ensaio (Tabela 5). Da mesma forma que PtLec a lectina de
Erythrina speciosa recuperou sua atividade quando o Ca*" e o Mn*" foram adicionados ao
ensaio, a adi¢io separadamente do Ca>" ou Mn®" ndo restaurou a atividade hemaglutinante

desta lectina (Konozy et al., 2003).
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A composicdo de aminoacidos de PtLec (Tabela 6) revelou uma proteina
hidrofobica, com alto conteudo de Gly, Val, Ile e Phe e baixo contetido de Met e Cys, o
que ¢ comum nas proteinas de origem vegetal (Ryan, 1981). Coelho et al. (2003)
mostraram que a lectina de Annona coriacea contém grande quantidade de aminoacidos
hidrofobicos e baixa quantidade de residuos de Met e Cys. A composi¢ao de aminoacidos
de PtLec também revelou uma proteina com carater basico, com contetido consideravel de
Lys , His e Arg e baixo conteudo de aminoacidos acidos (Asp e Glu). Similar a PtLec a
lectina se Sambucus nigra, a nigrina b, apresentou carater basico (Benito et al., 1997).
Além disso, podemos observar que PtLec apresenta alto conteido de valina (Val),
isoleucina (Ile), fenilalanina (Phe), lisina (Lys), histidina (His) e arginina (Arg) e baixo
conteudo de 4cido aspartico (Asp), asparagina (Asn), metionina (Met), cisteina (Cys) e
serina (Ser). Esta composi¢cdo quando comparada com outras lectinas vegetais, usando o
banco de dados Expasy, apresentou similaridade com as lectinas: manose/glicose de
Parkia platycephala (Mann et al., 2001); lectina da subtribo Diocleinae (Calvete et al.,
1999) e lectina de Ricinus communis (Roberts ef al., 1985).

O sequenciamento N-terminal de PtLec mostrou que esta lectina nao apresenta
homologia com nenhuma lectina de origem vegetal, talvez por se tratar de uma familia de
lectina nunca estudada (Tabela 7). Resultado semelhante foi observado na lectina de
sementes de Talisia esculenta, familia Sapindaceae, que também ndo apresentou
homologia com outras lectinas vegetais (Freire ef al., 2001).

Sementes de plantas contribuem significantemente para a dieta humana e de
animais. O feijado ¢ um legume, e suas sementes sao uma fonte importante de proteinas
nos tropicos. Graos tal como os feijoes caupi (Vigna unguiculata) sao fontes importantes
de proteinas e carboidratos em muitos paises, especialmente na Africa e em outras partes
dos trépicos. O feijao caupi ¢ também uma renda para muitas familias pobres (Latunde-
Data, 1990). Uma das mais importantes pragas de insetos do feijdo caupi € o bruquideo
Callosobruchus maculatus, que ataca as sementes durante o armazenamento e afeta

severamente a qualidade e a estocagem da producdao. Em periodos de infestagdo severa,
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perdas de sementes causadas por C. maculatus pode alcancar a 100 % dentro de um
periodo de 6 meses (Hall et al., 1997). PtLec foi efetiva sobre o desenvolvimento deste
coledptero. A mortalidade larval foi de 100 % na concentracdo de 0,3 % da lectina
(Figura 16 A, dado ndo mostrado). Além de a lectina reduzir o peso médio das larvas em
50 %, na concentracdo de 0,08 % (Figura 16 B). Semelhante a a¢do de PtLec, a lectina de
Talisia esculenta (TEL), uma manose/glicose, produziu 90 % de mortalidade na
concentracao de 2 % aos bruquideos Callosobruchus maculatus e Zabrotes subfasciatus e
uma WDjs, na concentracdo de 1 % em ambos os insetos (Macedo et al., 2002).

Anagasta kueniella ¢ encontrado em todo mundo, particularmente em graos
estocados, frutas, e farinhas. Dependendo da temperatura e umidade, uma unica fémea
pode colocar 600 ovos. Poucos produtos vegetais estdo seguros a voracidade deste inseto:
frutas, chocolates, biscoitos, bolos, geléias e doces tem sido consumido também (Ebeling
et al., 1996). PtLec também afetou o desenvolvimento deste lepiddptero, reduzindo em 20
% a mortalidade de 4. kuehniella na concentracdo de 1 % da lectina (Figura 18 A). Além
de a lectina diminuir o peso médio larval em 50 % na concentragdo de 0,6 % da lectina
(Figura 18 B). Efeito semelhante foi observado na lectina de sementes de Koelreuteria
paniculata (KpLec), que causou em dietas artificiais, uma reduc¢do de aproximadamente
84 % no peso médio das larvas de A. kuehniella na concentracao de 1 % da lectina contra
uma reducao de 50 % no peso médio das larvas de C. maculatus na mesma concentracao
(Macedo et al., 2003).

A quantidade e qualidade do alimento consumido na fase larval afetam a taxa
de crescimento, o tempo de desenvolvimento, o peso do corpo, sobrevivéncia, bem como
influenciam a fecundidade, longevidade, movimentagdo e capacidade de competicdo dos
adultos (Panizzi et al., 1991). O consumo e utilizagdo de alimento foram bastante
diferentes em relacao as larvas de A. kuehniella alimentadas com dietas controle ¢ com as
larvas alimentadas com dietas contendo PtLec (0,5 %), havendo influéncia da lectina na
AD, na qual representa a percentagem de alimento ingerido que ¢ efetivamente assimilado

pelo inseto. PtLec afetou a ECI, que representa a percentagem de alimento ingerido que €
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transformado em biomassa. A lectina também influenciou a ECD, que ¢ a estimativa da
conversao de alimento ingerido que ¢ assimilado pelo inseto. PtLec também mostrou
efeito sobre o metabolismo (CM), que representa a percentagem de alimento
metabolizado em energia para a manutencao da vida do inseto (Tabela 8). PtLec (0,5%)
também apresentou efeitos na dieta consumida, causando uma reducdo de 11,5 mg/larva
nas larvas de A. kuehniella em relacdo a dieta controle (22,5 mg/larva) (Figura 20 A).
Além disso, a lectina causou uma diminuicao de 0,61 mg/larva na quantidade de fezes
produzidas em relacdo a dieta controle (2,9 mg/larva) (Figura 20 B). Estas analises
mostraram que PtLec € uma proteina de dificil digestdo, na qual as larvas de 4. kuehniella
necessitam de um alto gasto metabolico para sua utilizagdo e que a eficiéncia de
conversao desta proteina ¢ baixa quando comparado ao controle.

Virias lectinas de plantas t€ém mostrado efeito inseticida a insetos pertencentes
as ordens Coleopteras, Lepidopteras e Homopteras (Carlini et al., 2002, Macedo et al.,
2002, Macedo et al., 2003), sendo que a sensibilidade das diferentes espécies de insetos as
lectinas, ¢ variavel (Fitches et al., 2001). A lectina de amendoim (Arachis hypogaea),
ligante de manose, causou mortalidade nas larvas de Chilo partellus (lepiddptera, que
causa sérios prejuizos a graos de milho e sorgo) enquanto que a lectina de Pisum sativum
(manose) nao teve efeito significante na mortalidade ou crescimento (Law et al., 1997).

Lectinas com especificidades para residuos de manose se destacam por serem
toxicas para muitos insetos (Foissac et al., 2000). Lectina de Galanthus nivalis (GNA),
manose especifica, promoveu significante reducdo no crescimento de Myzus persicae
(homoptero, conhecido vulgarmente como pulgdo-verde) e reduziu significantemente a
fecundidade das fémeas sobreviventes (Sauvion et al., 1996). GNA também apresentou
efeito inseticida contra larvas de Lacanobea oleracea (lepiddptero conhecido como mosca
do tomate) (Gatehouse et al., 1999). Lectinas ligantes de manose de bulbos de Allium
sativum, tuberas de Colocasia esculenta e folhas de Diffenbachia sequina apresentaram
efeito a Dysdercus koenigii (homoptero), inibindo o desenvolvimento e crescimento do

inseto (Roy et al., 2002).
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Proteinas que se ligam a quitina, apresentam efeito inibitorio sobre o
crescimento de patdgenos e pragas que possuem este polissacarideo em sua estrutura,
como ¢ o caso de fungos e insetos (Chrispeels et al., 1991). Como UDA (Van Parijs et
al.,1992), WGA (Ciopraga et al., 1999) e GAFP-1 (lectina isolada de Gastrodia elata)
(Xu et al., 1998). Com o objetivo de verificar se PtLec ¢ capaz de interagir com quitina,
essa lectina foi aplicada em uma coluna de quitina, tendo sido verificado que a mesma foi
capaz de ligar-se a essa matriz (dado ndo mostrado). PtLec causou inibicdo no
crescimento dos fungos F. oxysporum e C. musae (Figura 21 A, 21 B) e inibe totalmente
o crescimento de S. Cerevisae (Figura 22) na concentracdo de 280 ng/ml”. Fotos de
microscopia Optica dos fungos F. oxysporum e C. musae mostraram o desenvolvimento
normal de hifas nos controles (Figura 23 A e 23 B) e uma inibicdo no desenvolvimento
dessas na presenca de PtLec (Figuras 23 C e 23 D). Efeito similar foi observado na lectina
GAFP-1, que mostrou forte atividade inibitoria in vitro contra Valsa ambiens, Rhizoctonia
solani, Gibberella zeae, Ganoderma lucidum and Botrytis cinerea, na concentracdo de
360 pg/ml” (Xu et al., 1998).

Broekaert et al. (1989) sugeriu que o mecanismo de a¢do fungicida da UDA
deve-se a perturbacdo 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 inibi¢do do crescimento de hifas quando comparada a outras lectinas
fungicidas de maior massa molecular, como 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. A inibicdo do crescimento dos fungos por PtLec pode
estar associada a sua interagdo com quitina, ou outros agucares presentes nas paredes
celulares dos fungos. Entretanto sdo necessarios a busca de evidéncias dessas interagdes
com o objetivo de revelar o mecanismo exato de a¢cdo desta proteina.

A busca de produtos naturais, que possam ser usados como agentes

potencialmente Uteis ao combate de pragas e patdgenos que causam prejuizos a culturas
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socioecondmicas importantes, contribui para amenizar os problemas do uso de inseticidas
e fungicidas sintéticos utilizados no combate de pragas e doencas que, além de serem
onerosos para a maioria das colheitas, resultam em contamina¢do ambiental e induzem o
surgimento de espécies resistentes (Macedo et al., 2000).

Nossos resultados mostram que a lectina de P. forta, a primeira lectina isolada
e caracterizada da familia Sapotaceae, ¢ uma proteina biologicamente importante. De
acordo com as analises de seus efeitos sobre insetos (C. maculatus e A. kuehniella) e
fungos, podemos sugerir que PtlLec, apds estudos mais aprofundados, poderd tornar-se
uma importante ferramenta na biotecnologia de plantas, com intuito de melhorar o

mecanismo de defesa vegetal contra o ataque de insetos e patogenos.
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VII- CONCLUSOES

- A lectina presente em sementes de P. torta ¢ uma glicoproteina com 22,8 % de
agucar neutro;

- Apresenta apenas uma banda de proteina de 10 kDa;

- Em Superdex 75 equilibrada com glicose apresentou uma massa molecular de 60
kDa;

- E uma lectina estavel em uma ampla faixa de pH (5-10) e temperatura (37 °C-60 °C),
dependente de fons Ca*" e Mn”" para exercer sua atividade;

- A lectina mostrou afinidade por todos os eritrocitos testados em titulos variaveis,
sendo esta lectina inibida por manose e glicose;

- Andlise da composicdo de aminoacidos revelou que PtLec € uma proteina
hidrofobica, apresentando um carater basico;

- A seqiiéncia N-terminal revelou que PtLec ndo apresenta homologia com outras
lectinas de origem vegetal;

- PtLec revelou atividade inseticida sobre o desenvolvimento larval de C. maculatus e
A. kuehniella, promovendo uma mortalidade de 100 % a C. maculatus na concentragao
de 0,3 %, e uma redugdo de 20 % na mortalidade de A. kuehniella quando incorporada a
1 %. Uma reducao de 50 % no peso médio das larvas de C. maculatus ao nivel de 0,08

% e uma WD a 0,6 % no peso médio das larvas de A. kuehniella.
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PtLec promoveu uma redugdo sobre a digestibilidade aproximada, eficiéncia de
conversao e sobre o metabolismo em larvas de 4. kuehniella e uma diminuicdo na
producao fecal (0,61 mg) e dieta consumida (11,49 mg);

PtLec inibiu in vitro o crescimento dos fungos F. oxysporum e C. musae, causando

100 % de inibicao no crescimento de S. cerevisae;
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