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AMBIC Bicarbonato de aménio

BIS N, N'- metileno bis acrilamida
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CTBS Salina tamponada com tris mais CaCL;

Da Dalton
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Serina Ser S
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RESUMO



Lectinas sdo proteinas de origem ndo imune, capazes de se ligar a
carboidratos e aglutinar células ou precipitar polissacarideos e glicoconjugados
Embora isoladas em maior numero de plantas, principalmente de sementes de
leguminosas, as lectinas apresentam distribuig@o universal ocorrendo desde virus
até mamiferos. As lectinas tém sido utilizadas como instrumento de pesquisa em
bioquimica, biologia celular, imunoiogia e areas afins, pois constituem um sistema
modelo para estudar a base molecular de muitos eventos biologicos que
envolvem reconhecimento entre proteinas e carboidratos. Sua abundancia no
reino vegetal sugere que elas apresentam diversos papeis bioldgicos. A
possibilidade de utilizagdo das lectinas no aumento da fertilidade e como
biopesticida tem despertado o interesse de utiliza-las no desenvolvimento de
plantas geneticamente transformadas que sejam resistentes a patdgenos e
pragas ou capazes de estabelecer simbiose com microrganismos fixadores de
nitrogénio. Neste trabalho foi purificada uma lectina das sementes de Croatalarnia
pallida, por cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Shephadex G-75 e
cromatografia de troca idnica em coluna Protein Pak 5SW em HPLC. A massa
molecular determinada por eletroforese em gel de poliacrilamida em condicGes
redutoras e ndo redutoras foi calculada em 30 kDa. A massa molecular aparente
calculada por cromatografia em coluna Protein Pak 300 SW foi de 120 kDa,
sugerindo trata-se de um tetramero. A hemaglutinagdo de eritrécitos humanos e
animais induzida por CpL € inibida especificamente por rafinose e galactose.
EDTA e EGTA também inibem a atividade hemaglutinante de lectina, o que revela
a dependéncia de cétions divalentes. A composi¢do global de aminoacido e
sequéncia amino terminal mostra similaridade com lectinas isoladas das

sementes de outras espécies do género Crotalaria. Os dados levantados para a



lectina de Crotalaria pallida, quando comparados com os obtidos para Crotalaria
juncea e Crotalaria striata mostram que apesar de pertencentes ao mesmo
género possuem diferentes propriedades de aglutinagdo e especificidade para
carboidratos, apresentando entretanto grande homologia estrutural, confirmando a
importancia da lectina como marcador taxonémico. Deste modo, a lectina
purificada e caracterizada neste trabalho se constitui em um marcador molecular
para estudos de evolugio filogenética e especiagdo do género Crotalania, mas
sobretudo permite sua utilizagdo como ferramenta biologica util em varias areas,
como pesquisas sobre cancer e imunologia, que requerem a compreensao dos

processos biolégicos envolvidos no reconhecimento celular.
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Lectins are multivalent carbohydrate-binding proteins with the ability to
agglutinate erythrocytes, normal and cancer cells, and microorganisms. They are
widely distributed in many plants, as well as in animals and other organisms.
Lectins are generally most abundant in the seeds of plants, especially in the seeds
of legume. A lectin was extracted from seeds of Crotalaria pallida and purified by
gel filtration on Sephadex G-75 and HPLC cation-exchange on SP-5PW column. A
molecular mass of 30kDa was determined by SDS-polyacrilamide gel
electrophoresis under non-reducing and reducing conditions. Molecular sieving on
a protein Pak 5SW columm indicated a molecular mass of 120 kDa, suggesting
the tetrameric nature of the native protein. The lectin effectively agglutinates
human erythrocytes, trypsinized or intacts. The hemagglutination activity was
inhibited by raffinose and galactose, and requires divalent cations for
hemagglutination, since EDTA and EGTA, inhibited this activity. N-terminal amino-
acid sequencing showed a striking similarity with the N-terminal sequence of the
other lectins from genus Crotalaria. The data obtained for the lectin of Crotfalaria
pallida, when compared with obtained for Crotalaria juncea and Crotalaria striata
they show that in spite of belonging to the same genus they possess different
agglutination properties and specificity for carbohydrate, presenting great
structural homology meantime, confirming the importance of the lectin as marker
taxonomic. This way, the purified lectin and characterized in this work it is
constituted in a molecular marker for studies of evolution phylogenetic and
speciation of the genus Crofalania, but above all it allows its use as useful
biological tool in several areas, as researches on cancer and imunology that
request the understanding of the biological processes involved in the cellular

recognition.
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O estudo das lectinas, proteinas de origem ndo imune, capazes de se ligar
a carboidratos e aglutinar células ou precipitar polissacarideos e glicoconjugados
(Goldstein et al., 1980), foi iniciado por Kobert e colaboradores ao pesquisarem
proteinas toxicas de espécies de euforbidceas e leguminosas (Toms e Westem,
1971). Entretanto o primeiro a descrever o processo da aglutinagéo de eritrocitos
foi Stellmark, em 1888, ao isolar das sementes de Ricinus communis, uma fragéo
protéica altamente toxica que foi denominada de ricina (Lis & Sharon, 1972,
Pusztai, 1991).

Pesquisas posteriores mostraram que outras espécies de plantas tambem
possuiam proteinas com capacidade hemaglutinante. A descoberta da abrina, em
1891, isolada das sementes de Abrus precatonius, e da crotina, em1898, extraida
de Croton tigluin, merecem destaque pois possibilitaram estudos classicos que
fundamentaram os principios imunolégicos (Toms e Western, 1971; Pusztai et al.,
1983a). Em 1898 foi proposto o termo hemaglutinina para denominar esta classe
de proteinas, que conforme observado, tinham acdo antigénica sem
necessariamente serem téxicas como a ricina e a abrina (Pusztai, 1991).

Em 1908 foi observado que o extrato das sementes de Phaseolus, Ervum,
Pisum e Vicia exibiam diferenca na capacidade de aglutinar eritrocitos de uma
mesma espécie, ou seja, havia especificidade de um determinado extrato para
uma dada espécie animal. Neste mesmo estudo foi verificado que estas lectinas
eram globulinas e possuiam baixa toxicidade, ao contrario da ricina, uma
albumina com acentuada toxicidade (Toms e Western, 1971;Toms, 1981, Pusztai,
1991).

Em 1936 foi demonstrado por Sumner e Howell que a aglutinagio
produzida pela concanavalina A, lectina isolada de Canavalia ensiformis, podia

ser inibida pela sacarose. Entretanto, somente em 1952 foi demonstrado que os
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carboidratos podiam neutralizar a aglutinacdo de maneira especifica (Pusztai et
al., 1983a, Pusztai, 1991; Toms e Western, 1971).

Passaram-se quatro décadas até que a especificidade descoberta por
Landsteiner & Raubistscheck fosse registrada para os eritrcitos humanos.
Renkonnen (1948) ap6s estudar 99 espécies de leguminosas verificou que o
extrato de 6 delas apresentavam claramente especificidade para os antigenos do
sistema ABOQ. Curiosamente Boyd ja havia verificado, que o extrato das sementes
de Phaseolus lunatus apresentavam especificidade para eritrocitos do grupo A,
mas o fato s6 foi publicado em 1949 (Boyd & Rugera, 1949). Esta descoberta
abriu caminho para o uso das lectinas na determinagdo do grupo sanguineo,
reativando o interesse por estas proteinas e levando ao estudo de muitas
espécies vegetais.

Em vista da descoberta da especificidade, Boyd & Sharpleigh (1954)
propuseram o termo lectina (derivado do latim ‘legere’, selecionado, escolhido),
como referéncia as “fitohemaglutininas com especificidade”. Em 1972 o termo
passou a ser aplicado a todas proteinas ligantes de agucar, de origem nao imune,
sejam ou nao grupo especifico (Sharon & Lis, 1987).

A descoberta feita por Nowell (1960) que a lectina isolada de Phaseolus
vulgaris tem ag&o mitogénica sobre os linfécitos da circulagdo periférica, seguida
da observacdo de Aub et al. (1963) que as lectinas podem agiutinar celulas
malignas, foi importante para todos os campos da ciéncia, particularmente para os
estudos relacionados com imunologia e cancer (Lis & Sharon, 1986).

A atual definigdo para as lectinas, proposta por Goldstein et al. (1980), foi
adotada pelo Comité de Nomenclatura da Unido Intermacional de Biogquimica

(IUPAC) em 1981, em oposicdo & definicdo de Kocourek & Horejsi (1981) que
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visavam um conceito mais amplo que destacasse a auséncia de atividade
enzimatica por parte destas proteinas (Dixon, 1981).

Embora isoladas em maior numero de plantas, principalmente de sementes
de leguminosas, as lectinas apresentam distribui¢gdo universal ocorrendo desde
virus até mamiferos (Lis & Sharon, 1973, Toms, 1981), sua fung&o natural, ainda
hoje, é objeto de muita discussdo e especulag&o.

De acordo com Sharon & Lis (1989) as lectinas tém papel fundamental no
controle de varios processos normais e patolégicos dos seres vivos. Nas
enterobactérias as lectinas seriam essenciais a adesdo ao epitélio intestinal; nos
invertebrados sdo encontradas na hemolinfa contribuindo na resisténcia a
infecgbes (papel analogo ao das imunoglobulinas nos vertebrados - ja que, em
sua maioria, reconhecem e ligam residuos de acido sidlico). Em animais mais
complexos, as lectinas s&o produzidas na forma soilGvel ou se encontram ligadas
a membrana (Zatta & Cummings, 1991). Nos venenos ofidicos, supostamente
poderiam estar envolvidas em processos metaboélicos da propria serpente, néo
agindo no animal exposto ao veneno (Ogilvie & Gartner, 1984).

As sementes de leguminosas sado fontes ricas de lectinas, mas estas
também sdo encontradas nas partes vegetativas das plantas, geralmente, em
concentragdes menores que as encontradas nas sementes (Pusztai, 1991). Cerca
de uma centena delas ja foram isoladas e caracterizadas bioquimica e
biologicamente (Cavada, 1997). Embora muitas lectinas isoladas das partes
vegetativas sejam idénticas as isoladas das sementes isto nem sempre ocorre.
Em algumas espécies, as lectinas isoladas de partes vegetativas como raizes,
folhas, cascas, flores, bulbos e rizomas diferem das localizadas nas sementes

(Law & Strijdom, 1984; Quinn & Etzler, 1987; Hankins et al., 1988).
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Os genes para lectinas foram conservados durante a evolugdo
especialmente nas leguminosas (Lis & Sharon, 1986). Parece que os genes de
lectina do feijdo comum evoluiram por duplicacdo e divergéncia de um gene
ancestral (todos 0s genes ainda sdo unidos) e as proteinas resultantes adquiriram
propriedades biolégicas diferentes. Isto, provaveimente, também é vélido para
outros legumes. Nos cereais, as lectinas parecem ter se originado por repeticdes
em tandem que aparentemente surgiram por duplicacio deste dominio. Esta
combinag¢do de fusdo e duplicacdo de genes de defesa pode ter dado para
plantas uma vantagem evolutiva criando proteinas novas com especificidade
diversa (Chrispeels & Raikhel, 1991).

As lectinas de leguminosas consistem de duas ou quatro subunidades, com
massa molecular variando entre 25 kDa e 30 kDa e cada uma das subunidades
possui um sitio de ligagcio para carboidratos, sendo que o processo € dependente
da presenca simuitanea de Ca®* e Mn?* (ou de outro metal de transico) (Sharon
& Lis, 1990). Apenas a arcelina 5a, isolada de Phaseulos vulgaris, apresenta
estrutura monomeérica (Loris et al., 1998). O sitio para ligagdo ao metal foi descrito
em detalhes para a concanavalina A (Hardman et al.,, 1982) e tem se mostrado
bastante conservado em todas outras lectinas de leguminosas (Loris ef al., 1998).

Em algumas lectinas as subunidades sdo capazes de se dissociar e se
reassociar, produzindo diferentes formas da mesma lectina. Além disso, cada
subunidade pode ser composta por fragmentos polipeptidicos diversos, como no
caso da Concanavalina A (Con A). Esta lectina possui estrutura tetramérica que
se dissocia em dimeros se o pH for inferior a seis. Mesmo quando cristalizada a
Con A apresenta ao menos oito bandas com migracdo eletroforética diferentes,
porém quando complexada a qualquer dos carboidratos especificos, o nimero de

bandas reduz-se a dois, sendo este fendmeno pouco entendido (Akedo et al.,
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1972Carvalho, 1990). Outras Iectinaé também apresentam estrutura quatermnaria
dependente da variagdo de pH como observado por Calvete ef al., 1999.

A lectina do gérmen de trigo (WGA) possui estrutura dimérica e quatro
sitios para ligagdo com acgucares. Por outro lado, embora tetramérica, a lectina de
Dolichos biflorus possui um unico sitio de ligacdo (Nagata & Burger, 1972;
Carvalho, 1990).

A regido molecular de ligagdo ao carboidrato € denominada de dominio de
reconhecimento de carboidrato (CRD), sendo que cada subunidade da lectina
possui pelo menos um dominio. A "divaléncia" ou "polivaléncia" permite a
interagdo com acucares localizados na superficie de células adjacentes,
resultando em aglutinagdo destas células (Lis & Sharon, 1986). Os sitios para
ligagao de carboidratos reconhecem e ajustam-se de acordo com o modelo chave
e fechadura, através de um complexo sistema de ligagcbes de hidrogénio. A
formagdo do complexo carboidrato-proteina envolve o deslocamento da molécula
de agua associada com 0 grupo polar da proteina e em tomo do carboidrato
altamente polar, com o estabelecimento de novas pontes de hidrogénio; essas
ultimas ligagdes e forcas de van der Waals sdo dominantes na estabilizagéo da
ligacao (Quiocho, 1986).

A presenga do CRD n&o implica, necessariamente, que a proteina que o
possua tenha atividade de ligagcao a carboidratos (Drickamer, 1993), pois algumas
proteinas ndo caracterizadas como ligantes de carboidratos possuem em sua
estrutura uma regido homéloga aoc CRD das lectinas (Hirabayashi et al., 1991).
Este dominio ligante de carboidrato pode estar presente em varias proteinas,
desempenhando papel de reconhecimento de substrato ou de direcionadora a um

sitio especifico (Gabius, 1994).
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A capacidade da lectina de se ligar a carboidratos € modulada também por
varios outros dominios presentes na molécula (Gabius, 1994). A interagcdo do
CRD com outros dominios adicionais, determina muita das fungbes das lectinas
(Drickamer & Taylor, 1993).

As lectinas de leguminosas, de Moraceae, as de animais dependentes de
calcio (tipo C), as galectinas e a hemaglutinina do virus influenza apresentam
CRD composto por aproximadamente 120-250 residuos e forma uma unica
subunidade. Enquanto nas lectinas de bulbo e de cereais o CRD possui 40-50
residuos de aminoacidos (Vijayan & Chandra, 1999).

Na maioria das lectinas de leguminosas a oligomerizacdo se da pela
associagio dos dominios de estrutura tipo beta (B sheet). Em Con A e em muitas
lectinas de leguminosas a formag&o do dimero envolve a associagéo, lado a lado,
dos mondémeros através da interagédo entre os 6 dominios de estrutura beta com
outros 6 dominios da outra subunidade, formando uma estrutura de 12 dominios
(Hardman & Ainsworth, 1972; Becker ef al., 1975, Lis & Sharon, 1998; Loris et al.,
1998). Esta estrutura é denominada de “canonical legume lectin dimer” (Loris et
al., 1998; Vijayan & Chandra, 1999).

As diferengas na estrutura quatermnaria podem ser responsaveis pelas
diferentes propriedades biolégicas apresentadas por lectinas altamente
homologas. A lectina isolada das sementes de Canavalia brasiliensis apesar da
alta similaridade na sequéncia de aminoacidos (99%) com a Con A, apresenta
tanto in vivo quanto in vitro marcantes diferencas. Mudangcas na orientagdo
relativa dos sitios de ligagdo ao carboidrato, produzindo uma estrutura quaternaria
mais aberta que Con A, pode ser a base para explicar suas distintas atividades

biolégicas (Sanz-Aparicio et al., 1997).
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Os residuos de aminoacidos envolvidos nos sitios de ligagdo a
carboidratos, de metais e na cavidade hidrofobica s3o completamente
conservados nas lectinas de Diocleineae até agora sequenciadas (Calvete et al.,
1999). Além disto, as caracteristicas quimicas e fisico-quimicas destas lectinas
sdo externamente semelhantes, confimando a alta similaridade entre estas
moléculas. Estudos de modelamento de algumas destas lectinas, comparadas
com Con A, mostram grandes semelhangas, mas apresentam também algumas
modificagdes nas cadeias laterais envolvidas nos sitios de ligagdo a carboidratos.
Isto poderia explicar, pelo menos em parte, as diferencas na habilidade de
reconhecimento de carboidratos exibido por estas proteinas (Calvete et al., 1999).

Também deve ser considerado que todas as lectinas de Diocleineae sao na
realidade, uma mistura de isolectinas e que as mesmas ocorrem em pH fisiologico
com diferentes proporgdes de suas isoformas (Cavada, 1997). Granjeiro et al.
(1997) mostraram que a Con Br, lectina de Canavalia brasiliensis, possui pelo
menos trés tipos de subunidade a, 0 que aumenta significativamente o numero
potencial de isoformas desta lectina.

A real fungdo das lectinas em piantas é, até o momento, desconhecida,
embora muitas hipéteses sobre suas fungdes fisiolégicas tenham sido sugeridas.

Alguns experimentos sugerem que as lectinas podem ter papel no sistema
de reconhecimento celular nas plantas superiores. A interagdo do pélen com o
estigma apropriado pode ser mediada pelas lectinas. O sucesso ou fracasso
depende da interagdo entre as glicoproteinas da superficie do pélen e produtos
complementares do estigma. A ligagdo desengatilha a liberagdo de agua pela
célula estigmatica, hidratando assim o grdo de pdlen, permitindo que este
germine. Este processo faz parte de um sistema de auto-incompatibilidade, pois

impede a fertilizagdo por autofecundagdo ou o cruzamento entre plantas com os
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mesmos alelos, o que ajuda na manutengdo da heterogozidade por favorecer a
polinizagdo cruzada. Foi demonstrado que a incompatibilidade € determinada pela
sintese de certas proteinas, o que ocorre apés o reconhecimento da glicoproteina
codificada pelo mesmo complexo alélico (Ferrari et al., 1981; Carvalho, 1990).

Algumas evidéncias permitem sugerir um papel de proteina de reserva
para as lectinas; as proteinas de reserva s3o produzidas durante um estagio
especifico do desenvolvimento da semente, principalmente para atuar como fonte
de nitrogénio durante a germinagédo e ocorrem como oligdmeros compostos por
duas ou mais subunidades. As lectinas de sementes seriam uma forma
especializada de proteinas de armazenamento que podem ter, ocasionalmente,
outras funcdes (Pusztai, 1991).

As lectinas estdo presentes em quantidades apreciaveis nos corpusculos
protéicos da semente e ha grandes evidéncias experimentais que sugerem que
algumas lectinas de tecidos (Greenwood et al, 1986, Nsimba-Lubakie e
Peumans,1986) e rizomas (Peumans et al, 1985) estdo localizadas nos
corpusculos de proteina destes tecidos e apresentam semelhangcas com as
proteinas de armazenamento durante o processo de biossintese e da germinagao
(Pusztai et al., 1983b, Etzler, 1985), sendo por isto consideradas como proteina
de reserva.

Duas outras hipéteses tém atraido muita atencdo: a de que as lectinas
seriam mediadoras da relag&o simbiotica entre as bactérias do género Rhizobium
e as leguminosas; e a segunda de que fariam parte do mecanismo de defesa das
plantas contra insetos e patégenos microbianos.

A distribuicdo das lectinas em todos os tecidos da planta, associada a sua
capacidade de se ligar aos carboidratos da superficie celular, sdo caracteristicas

apontadas como indicadoras do papel das lectinas no combate a organismos
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patogénicos e insetos predadores. As fungbes atribuidas as lectinas vegetais
como agentes no mecanismo de defesa baseiam-se principalmente na
capacidade apresentada por aigumas lectinas de se ligarem a parede celular das
bactérias. O papel defensivo das lectinas ndo seria restrito @ acédo bacteriana,
mas impediria o desenvolvimento de fungos e também o ataque de insetos
predadores (Toms, 1981, Leach et al, 1982, Pusztai, 1991, Hirsch, 1999,
Bladergroen & Spaink,1998, Sengupta et al., 1997).

A presenga das lectinas nas sementes estaria relacionada com papel
destas como 6rgdo responsavel pela perpetuagio da espécie, necessitando
portanto, de substancias que promovam a prote¢gdo da informagido genética
necessaria a formagéo de um novo individuo (Xavier-Filho, s/data).

Somente certas bactérias, chamadas diazotréficas ou fixadoras de Ny, s&o
capazes de transformar o N> da atmosfera em NH; ou aminoacidos absorviveis
pelas plantas. A associagdo simbidtica com bactérias fixadoras de nitrogénio é
uma caracteristica peculiar das leguminosas sendo conhecido desde o inicio do
século. A simbiose com as bactérias do género Rhizobium ou Azorhizobium pode
ser observada pela presenga de nédulos nas raizes, ou em certos casos, também
no colmo (Doébereiner, 2000). A associagdo das bactérias a superficie radicular
ocorre de modo especifico e o primeiro a sugerir o papel das lectinas nesse
processo foi Saint-Paul (1961), sem contudo obter resultados conclusivos.

Os inimeros estudos realizados nas ultimas décadas inclusive usando
plantas transgénicas (Hirsch,1999) trouxeram sugestivas evidéncias da
participagido das lectinas no processo de mediagdo da simbiose Rhizobium-
leguminosas. Contudo o processo de nodulagdo & complexo e resulta de um
grande numero de processos interligados, ndo cabendo superestimar o papel das

lectinas no evento (Carvalho, 1990; Pusztai,1991).
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Outros estudos sugerem que as lectinas atuariam na organizagéo celular,
na embrio-morfogénese, no armazenamento ou transporte de carboidrato
(Moreira et al., 1991, Rudijer, 1997). Certamente a presenga nos diferentes
tecidos aponta para diferentes papéis fisiolégicos, sendo mais sensato considera-
las como multifuncionais, talvez tendo diferentes fungbes em uma planta ou
diferentes func¢des em diferentes espécies.

Desde sua descoberta as lectinas mostraram um grande numero de
propriedades quimicas e biolégicas, o que tem permitido sua utilizagdo como
instrumento de pesquisa em diversas areas como: bioquimica, biologia celular e
imunologia, pois constituem um sistema modelo para estudar a base molecular de
muitos eventos biolégicos que envolvem reconhecimento entre proteinas e
carboidratos, como o estabelecimento das infecgbes, da fertilizagdo, dos
processos relacionados ao cancer e ao crescimento e diferenciagio celular. s de
pesquisa. Mais recentemente, o possivel papel das lectinas no processo de
fixacdo do nitrogénio e no combate & agentes patogénicos tem despertado a
atencdo de grupos interessados no desenvolvimento de plantas geneticamente
transformadas, visando a produgdo de organismos transgénicos que sejam
capazes de estabelecer simbiose com microrganismos fixadores de nitrogénio
efou resistentes a patdégenos. (Sengupta ef al, 1997, Dempsey et al, 1998;

Machuka, 2000).



OBJETIVOS
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Este trabalho focaliza o estudo das lectinas de leguminosas e tem como

objetivos:

Pesquisar a presencga de lectinas nas sementes de Crotalaria pallida;

Isolar e purificar a lectina (CpL) presente nas sementes de Crotalaria pallida;

Caracterizar a atividade hemagiutinante e de ligagdo a diferentes carboidratos

apresentada pela lectina;

Determinar a agdo de agentes quelantes e redutores sobre a atividade

hemaglutinante da lectina;

- Caracterizar bioguimicamente, por eletroforese em gel de poliacrilamida,
composicdo global de aminoacidos e seqlienciamento da regido N-terminal, a
molécula da lectina;

- Analisar a conservacgao filogenética da lectina.



MATERIAIS E METODOS
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MATERIAL BIOLOGICO E REAGENTES

As sementes de Crotalania pallida foram doadas pelo Instituto Agronémico
de Campinas - IAC, Campinas - SP.

Todos os reagentes foram de grau analitico ou HPLC. A resina utilizada
para cromatografia de troca ionica foi adquirida da Pharmacia Fine Chemicals
(Uppsala, Sweden) e a coluna de fase reversa (sistema de HPLC) da Waters
(EUA). Os reagentes utilizados na determinagdo da composi¢do de aminoacidos
foram adquiridos da Sigma Chemical Company (St. Louis, EUA) e os do
sequenciamento da regido N-terminal da Applied Biosystems (Foster City, EUA).
Os reagentes para eletroforese foram adquiridos da Bio-Rad Laboratories
(Rachmond, EUA) e os padrdes de massas moleculares da Pharmacia Fine

Chemicals (Uppsala, Sweden).
EXTRAGAO E PURIFICAGAO DA LECTINA
Extragdo salina

Sementes inteiras de Crofalania pallida foram trituradas em um triturador de
grdos até a obtengdo de um material finamente pulverizado que foi
homogeneizado com solugdo salina de NaCl 0,15M (1:10 v/v) permanecendo sob
leve agitagdo por 2 horas a temperatura ambiente. A suspensao foi centrifugada a
3000 x g, por 20 minutos a 4°C. O precipitado foi descartado e o sobrenadante foi
utilizado em ensaios de hemaglutinagdo para determinar a presenca de lectinas
nas sementes de Crotfalaria pallida e na etapa seguinte do processo de extragao

protéica.
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Precipitagao cetdnica

Ao sobrenadante obtido na etapa anterior foi adicionada, lentamente e sob
agitacdo, acetona a temperatura de 4°C, até concentracio final de 80 %. Apés um
periodo de 30 minutos o material decantado foi centrifugado a 3000 x g por 20
minutos, a 4°C. O precipitado obtido foi seco a temperatura ambiente,
pulverizado, ressuspenso em bicarbonato de aménio 0,1 M, pH 8,0, dialisado

contra o mesmo tampao e liofilizado.

Cromatografia de exclusdo molecular

O material resultante da etapa anterior foi ressuspenso em bicarbonato de
amoénio 0,1 M, pH 8,0 e submetido a cromatografia em coluna de Sephadex G-75
(102 x 1,9 cm), equilibrada com o mesmo tampé&o de diluicdo da amostra.

A eluicio foi realizada sob um gradiente linear utilizando-se um fluxo de 12
ml por hora, sendo coletadas fracbes de 4 ml, monitoradas por leitura da
absorbancia a 280nm. As fragdes que apresentaram atividade hemaglutinante

foram reunidas e liofilizadas.

Cromatografia de troca idnica

O material que apresentou atividade hemagiutinante foi submetido a
cromatografia de troca idnica, realizada em coluna Protein Pak DEAE S5PW 60
(7,5 x 75 mm), acoplada a sistema de HPLC (Waters), previamente equilibrada
com tampao fosfato 0,02 M, pH 8,0 (tampao A). A purificagdo foi feita sob um
gradiente linear de 0 a 100% de uma solugdo de NaCl 0,5 M (tampdo B),

utilizando um fluxo de 1 ml por minuto, sendo as fragbes monitoradas a 220 nm.
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As fragGes obtidas foram dializadas contra bicarbonato de aménio 0,05 M,

pH 8,0, liofilizadas e utilizadas nos ensaios de hemaglutinagio.
Dosagem de Proteinas

As concentragles relativas e quantitativas de proteinas foram estimadas,
respectivamente, por leitura da absorbancia a 280nm e de acordo com o meétodo

descrito por Lowry (Lowry et al., 1951).
DETECCAO DA PRESENGA DE LECTINAS
Ensaios de hemaglutinagao

A detecgdo da existéncia de lectinas nas sementes de Crotalaria pallida foi
determinada através de ensaios de hemaglutinagdo. A atividade hemaglutinante

foi testada sobre eritrocitos humanos e animais, intactos e tripsinizados.
Coleta e preparagdo dos eritrocitos

O sangue foi coletado assepticamente e homogeneizado em igual volume
de solugdo de Alsever (Bukantz ef al,, 1946) e centrifugado a 450 x g, por 10
minutos, a temperatura ambiente. Os eritrocitos foram lavados 4 vezes com
solucdo NaCl 0,15 M (1:5 v/v). A tripsinizagao dos eritrocitos seguiu o descrito por
Lis e Sharon (1972), onde para cada 4 ml de eritrécitos lavados foram
adicionados 100 mi de PBS (0,8g de NaCl, 0,02g de KCl, 0,17g de Na,HPO, e
0,029 de KH,PO, para 100 mi H,O) resultando numa suspensdo com

absorbancia 2,0 a 620 nm. A dez partes desta suspenséo foi adicionada uma

parte de solucio de tripsina a 1% (p/v), deixou-se incubar a 379C por 1 hora.
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Os eritrocitos tripsinizados foram, entéo, lavados 5 vezes com NaCl 0,15 M
para remogao da tripsina. Foi preparada uma suspenséo a 2% (v/v) em CTBS ou
TBS, dependendo do ensaio a ser realizado. A quantidade de eritrécitos por mi
na suspensdo padrdo foi estimada através de contagem em camara de

Neubauer.

Determinacgao da atividade hemaglutinante

Os testes de atividade hemaglutinante foram realizados em placas de
microtitulagdo contendo 8 fileiras de 12 pogos cada, os quais foram preenchidos
com 50 ul de CTBS e em seguida acrescidos 50ul da amostra nos primeiros
pogos das fileiras. A amostra foi entdo diluida serialmente, com agitagdo e
transferéncia de 50 ul para o poco seguinte até o pendltimo poco da fila.
Terminadas as diluicées, foram adicionados 50 ul da suspensao de eritrocitos a
2% (VIV).

As leituras foram realizadas ap6és 1 hora de incubagdo da placa a
temperatura ambiente. A minima concentracdo (ou maior diluicdo) que permite
visualizagao dos eritrocitos aglutinados foi determinada.

Os ultimos pogos que continham somente a suspensdo de eritrocitos

serviram como controles.
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INIBIGAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE POR CARBOIDRATOS

Ensaio de inibigdao por carboidrato

Os testes para inibi¢gdo da atividade hemaglutinante por carboidratos foram
realizados com: D-galactose, D-rafinose, D-glicose, D-sacarose, D-maltose, D-
frutose, D-manose, D-galactosamina e D-lactose.

Em placas de microtitulagdo foram adicionados aos primeiros pocos das
fileiras 50 pul do carboidrato em concentragdes iniciais de 150 mM, com excecdo
da lactose e rafinose que tiveram concentragdes iniciais de 100 mM. Estes foram
diluidos serialmente com 50 ul de CTBS ja presente nos pogos da placa. Logo
apos, 50 pl da amostra foram adicionados em todos os pogos para uma
concentracéo final de 1,0 ug/mi. As placas foram mantidas em repouso por 30
minutos e em seguida se adicionou 50 ul de uma suspensio a 2% de eritrocitos
humanos do tipo A tripsinizados. Apés uma hora, a temperatura ambiente, foi
determinada a menor concentragdo de cada carboidrato capaz de inibir a
agiutinagao dos eritrocitos.

Os controles negativos (sem hemaglutinagdo) constaram de 50 pl de

solugcdo de carboidrato e 50 pul de suspensdo celular, e os positivos

(hemaglutinacdo) de 50 pl da lectina e 50 ul de suspensao celular.

Ensaio de Sensibilidade ao Agente Redutor

Em placas de microtitulagdo 50 ul de solugdo de DTT a 5SmM foi diluida de
modo semelhante aos ensaios ja descritos. Adicionou-se 50 ul da lectina a uma

concentracédo final de 1,0 pg/mi e incubou-se por 30 minutos a temperatura
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ambiente. Em seguida foi adicionada a suspens&o de eritrécitos humanos tipo A

tripsinizados. Os controles ndo continham DTT.

Ensaio de Sensibilidade a Agentes Quelantes

O requerimento de cations divalentes para atividade da lectina foi
primeiramente investigado acrescentando-se EDTA ao sistema de
hemagiutinagéo. Depois de verificado o requerimento, EGTA foi utilizado para
verificar se a atividade da lectina & dependente de ions Ca?*. O tampdo usado
nestes ensaios foi TBS.

Na placa de microtitulagdo 50 pl de solugcbes de EDTA ou EGTA foram
acrescentadas aos primeiros poc¢os e diluidas serialmente em TBS, j& presente
nos pogos. A lectina foi adicionada na concentracdo final de 1,0 ug/mil, e
finalmente foram acrescentados 50 ul de suspensdo a 2% de eritrécitos humano
tipo A tripsinizados. Os controles foram realizados com 50 pl da lectina e 50 ul de

suspenséo celular, em TBS.

ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA

O gel de poliacrilamida foi realizado segundo o método descrito por
Laemmli (1970), com modificacdes. Os géis de concentracdo e separagao foram
obtidos a partir de solugdo estoque de acrilamida a 30% e de N-N'- metileno bis-

acrilamida 0,8%, preparada com agua deionizada e mantida em refrigeracgéo, a 4
OC, em frasco ambar.
O gel de concentragéo a 5% foi preparado em tampao Tris-HCI 0,125 M,

pH 6,8 , e 0 gel de separacdo 15%, em tampao Tris-HCI 0,3 M, pH 8,6, sendo



31

acrescentado a ambos dodecil sulfato de sédio (SDS) a 20%. A polimerizaco foi
conseguida pela adicdo de N,N,N',N'-tetrametiletienodiamina (TEMED) e
persulfato de aménio a 10% (PSA).

As amostras (10-50 ug) foram dissolvidas em tampao Tris-HCI 0,08 M, pH
6,8, contendo 2% de SDS, 10% de glicerol e 0,1% de azul de bromofenol, sendo
imersas em agua em ebulicdo por 1 minuto. Como redutor foi utilizado DTT, a
concentracao final de 0,1 M. A eletroforese foi realizada em tampao de cormrida
Tris-HCI 0,025 M, glicina 0,192 M e SDS 0,1%, a 100 voits durante 2 horas.

Como marcadores de massa molecular foram utilizados: fosforilase (94
kDa), albumina sérica bovina (67 kDa), ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbdnica
(30 kDa), inibidor de tripsina de soja (20,1 kDa) e lactoalbumina (14,4 kDa)
(Pharmacia Electrophoresis Calibration Kit LMW).

Os géis depois de retirados das placas foram corados com Coomassie Blue
a 0,1% em acido acético, metanol e agua na proporgdo de 1:4:5 (v/v/v) durante 2
horas e entdo descorados em solugdo de acido acético gilacial, metanol e agua na

proporcéo de 1:4:5 (viviv).

COLORACAO PARA CARBOIDRATOS

A coloragdo especifica para determinar a natureza glicoprotéica da lectina
isolada de Crotalaria pallida foi realizada segundo a técnica de Kormn e Wright
(1973). O gel de poliacrilamida a 15%, sem SDS, foi fixado por uma hora em
acido tricloroacético (TCA) a 12,5% (v/v), lavado 3 vezes em agua deionizada e
incubado por uma hora em acido periédico a 1% (p/v) em acido acético 3% (v/v),
sendo em seguida lavado por trés vezes com agua deionizada e deixado por um

periodo de 12 horas, também em agua deionizada. Apés a remogao da agua o gel
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foi corado com reativo de Schiff durante uma hora e depois lavado rapidamente
com metabissulfito de sédio a 0,5% (p/v) e deixado por 10 minutos em &acido
acetico a 3%, para retirar o excesso de corante e depois mantido em agua. Todas

as etapas foram desenvolvidas na auséncia da luz.

ANALISE DE AMINOACIDOS

O sistema utilizado foi 0o do analisador Pico-Tag da Waters, onde a
identificacdo dos aminoacidos das proteinas ou peptideos foi feita através da
cromatografia em HPLC do derivado feniltiocarbamil (PTC) do aminoacido,
proveniente da derivatizagdo com fenilisotiocianato dos aminoacidos, obtidos
através de hidrolise acida. Esta forma de croméforo pode ser detectada a partir de

1 picomol.

Preparacao da Amostra

Quantidades entre 0,5 - 10 ug de proteina ou peptideo, dissolvidos em
agua e acetonitrilo (1:1) (v/v) foram transferidas para pequenos tubos de reagéo
com volume maximo de 20 ul, o qual foi transferido para o frasco de reacao, que
possui tampa especial, para a conecg¢do com o sistema de vacuo e atmosfera de

nitrogénio.

Hidrélise acida

As hidroélises foram efetuadas colocando-se no fundo do frasco de reacgéo
100 pi de uma solugéo de HCI 6M, onde foi adicionado fenol (1 mg/ml), para evitar

a formacdo de clorotirosina. Em seguida foi feito vacuo proximo a 1-2 Torr até
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inicio do borbulhamento do HCI. O vacuo foi fechado e deixou-se entrar nitrogénio
(SS - ultrapuro) durante 5 segundos. Estas etapas foram repetidas por trés vezes
sendo por ultimo feito vacuo até 1 Torr. O frasco foi fechado e removido para o
fomo de hidrdlise a 105°C por 24 horas. Apés este periodo, os tubos de reacio
foram colocados a vacuo até 65 miliTorr, para a secagem das amostras

hidrolisadas.

Derivatizagao

As amostras hidrolisadas foram lavadas com 20 ul de uma solugédo de
metanol: &gua: trietilamina (2: 2: 1) (v/v). Cada tubo foi agitado, centrifugado e
colocado a evaporar em vacuo até a leitura de 65 miliToor. Este procedimento
remove sais e solventes que possam estar adsorvidos nos aminoacidos.

Uma solucdo fresca de derivatiza¢do preparada com metanol: trietiiamina:
agua: fenilisotiocianato na relagdo 7: 1: 1: 1 (v/v), foi adicionada (20 ul) a cada
tubo de reacéo, e estes deixados a temperatura ambiente por um periodo de 30
minutos. Apos a derivatizagdo as amostras foram secas a vacuo até a leitura de
S0 miliTorr, para a remogéo de todo o PITC. Cada amostra foi dissolvida em 50 pl
de uma solucéo 0,4 mM de fosfato de sodio, cujo pH foi titulado a 7,4 com acido
fosforico a 10%, sendo adicionado 5% de acetonitrila.

A analise dos PTC aminoacidos foi realizada em HPLC, usando coluna

C1g/uBondapack em cromatografia de fase reversa com um gradiente linear de

20,5 minutos de O a 100% de acetonitrila (60%). A identificacdo de cada

aminoacido foi feita em relagdo a uma corrida padrao de PTC aminoacidos
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SEQUENCIAMENTO AMINO TERMINAL

Degradacao automatica de Edman

O sequenciador automatico de proteinas e peptideos usa a técnica de
degradacdo de Edman & Begg (1967), para remover e identificar aminoacidos a
partir da porgcdo N-terminal de um polipeptideo. Apés ativagdo de um filtro
composto de papel e fibra de vidro, a proteina € covalentemente unida a este
suporte e, em seguida colocado na camara de reagdo. Depois de cada ciclo
degradativo, o aminoacido N-terminal é removido da cadeia polipeptidica na forma
derivada de anilinotiazolinona (ATZ). O ATZ-aminoacido & automaticamente
transferido para uma segunda camara de reag&o, onde ocorre a conversido para
um derivado mais estavel, na forma de feniltiohidantoina do correspondente
aminoacido (PTH). O PTH-aminoacido é transferido para um sistema de
cromatografia liquida de alta pressdo onde a identificagdo € realizada em
comparagdo a uma cromatografia de um padrdo de PTH-aminoacidos. O
sequenciador utilizado foi 0 modeio 477A, que utiliza, para a identificagdo dos
PTH-aminoacidos, um sistema de HPLC modelo 120A, ambos da Applied
Biosystem.

Reagentes e solventes sdo transferidos para a camara de reagéo e
conversdo por controle automatico através de um micro processador, permitindo
sequéncias automaticas em alta sensibilidade entre 10 - 500 picomoles de
proteina ou peptideos. Os reagentes utilizados foram: R1, 5% fenilisotiocianato
(PITC) em n-heptano; R2, 12,5% trimetilamina (TMA) em agua; R3, acido

trifluoroacético (TFA), com 0.002% de ditiotreitol (DTT); R4, 25% TFA em agua
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com 0,01% DTT,; R5, acetonitrila, com 0.001% DTT; S1 n-heptano; S2, etilacetato;

S3, 1-clorobutano; S4, 20% acetonitrila em agua.

Ativagao do filtro

Um filtro de fibra de vidro é tratado com BioBrene. Esta ativagio é
realizada na cadmara de reagio do sequienciador, onde esta programado a realizar
dois ciclos de reagcdo, para a completa ativacdo e eliminar o excesso de
reagentes, que poderiam interferir durante as etapas da degradagdo de Edman. A
amostra, quando adicionada ao filtro, ficara imobilizada e pronta, para iniciar o
sequenciamento. A capacidade maxima & cerca de 30 ul ; mas quando
necessario, aplica-se maior volume e seca-se 0 filtro com nitrogénio apds cada

aplicacao.

Ciclo de reacao

As etapas da degradacdo de Edman denominadas de acoplamento, que
consiste na unido do PITC com o aminoacido da cadeia polipeptidica e a etapa de
clivagem para a formagdo do ATZ aminoacido, ocorrem na camara de reagao,
que consiste de dois blocos de vidro, onde intemamente estda uma pequena
camara com o filtro ativado. Todas as etapas de reagdo ocorrem no ciclo
chamado Normal-1, que tem um periodo de duragdo de 43 minutos e 32
segundos . O reagente R2 (TMA) proporciona o pH basico (9,0 - 9,5), para que o
PITC acople a0 aminoacido N-terminal do peptideo. R3, que consiste de TFA, é
usado para clivar o aminoacido unido ao PITC do resto da cadeia polipeptidica,

produzindo o derivado anilinotiazolinona (ATZ) do aminoacido. Apés a etapa de
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clivagem a proteina é deixada com um novo amino terminal, pronto para o

proximo ciclo de degradacgao.

Ciclo de conversio

Nessa etapa da degradacdo de Edman, o ATZ aminoacido € transferido da
camara de reacgio pelo solvente S3 para a camara de conversdo. O ATZ é um
derivado instavel, sendo desejavel sua conversao para um isdmero mais estavel
que € a feniltiohidantoina do correspondente aminoacido (PTH aminoéacido). A
camara de conversdo consiste em um tubo cdnico com um volume interno de 1

ml, para onde sdo enviados os reagentes quimicos necessarios para o ciclo de

converséo, sendo mantida a temperatura constante de 62°C e possui um periodo

de duracéo de 44 minutos e 1 segundo.

Identificacao dos PTH aminoacidos

Apés ter completado um ciclo de conversdo, uma aliquota do PTH
aminoacidos é transferida para o coletor de fragdes e pode ser monitorada para
confirmar a presenga de PTH-S-CMCYS (feniltiohidantoina-S-carboximetil
cisteina). O restante da amostra é injetado imediatamente no HPLC, para
identificagdo e quantificacdo dos aminoacidos, que é feita em comparagio com

uma analise padrao de PTH aminoacidos.



RESULTADOS
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Deteccao de lectinas nas sementes de Crotalaria pallida

Os resultados positivos de hemaglutinag@o foram detectados visualmente
através da formacgdo, apos 1 hora de incubagédo, de uma malha ou rede de
hemacias que cobria o fundo e os lados dos pogos. Foram considerados
negativos para hemaglutinag@o os pogos onde se visualizava um botdo compacto
de células no fundo do poco.

Os testes utilizando o extrato bruto obtido das sementes de Crotalaria
pallida indicaram a presenca de lectinas, ja que este foi capaz de aglutinar
eritrécitos intactos humanos tipo A. A presenga de lectina foi confirmada nos
testes realizados com o material obtido da precipitagéo protéica.

Os ensaios foram repetidos com as fragdes obtidas durante as diferentes

etapas da purificagéo da lectina e com a lectina purificada (CpL).

Determinagdo da atividade hemaglutinante

A Tabela 1 mostra a concentragdo minima de CpL capaz de aglutinar os
eritrocitos na concentragao final de 2 % (v/v), ou seja, na quantidade estimada em
camara de Neubauer de 6,0 x 10° células/ml. A atividade hemagiutinante da
lectina foi testada sobre eritrécitos humanos (sistema ABO), de porco e de boi,
tanto intactos quanto sensibilizados por tripsinizacdo. Os ensaios utilizando
eritrocitos humanos intactos e tripsinizados do tipo A, B, AB e O, indicam que a
lectina ndo apresenta especificidade para um tipo particular de eritrécitos, pois foi
capaz de aglutinar todos os tipos de eritrécitos, com excegdo das células

sanglineas tipo O.
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Eritrocitos intactos e tripsinizados de porco nido foram aglutinados pela
lectina, em concentragbes maximas de até aproximadamente 62,75 ng/mil.
Contudo a lectina apresentou atividade sobre os eritrocitos intactos e

tripsinizados de bovinos.

Inibigdo da hemaglutinagao por carboidratos.

Com base nos resultados obtidos nos testes de hemaglutinagdo, os
eritrocitos humanos tipo A foram selecionados para os testes de inibicdo da
atividade hemaglutinante por carboidratos. Como mostrado na tabela 2, a
atividade hemaglutinante induzida por 1,0 ug/ml de CpL sobre eritrécitos humanos
tipo A tripsinizados € especificamente inibida na presenca de 25 mM de rafinose e
37,5 mM de galactose.

Os outros carboidratos, testados até uma concentragdo de 150 mM, ndo

tiveram nenhum efeito inibitério sobre a hemaglutina¢ao induzida pela lectina.

Requerimento de cations divalentes

A lectina demonstrou requerer cations divalentes para sua atividade
hemaglutinante (Tabela 3). EDTA e EGTA inibem completamente a
hemaglutinagdo induzida por 1,0 pg/mi de CpL em eritrécitos humanos
tripsinizados, caracterizando e confirmando a dependéncia de ions calcio na

atividade hemaglutinante de CpL.
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Sensibilidade de CpL a agente redutor

A incubacgdo prévia de CpL com DTT inibe a hemaglutinagio induzida por
1,0 ug/mi de CpL sobre eritrécitos humanos tipo A tripsinizados. De acordo com a
Tabela 3, a lectina quando submetida as condi¢des redutoras de 4,8 uM DTT né&o

foi capaz de provocar a aglutinagio de eritrocitos tipo A.



Tabela 1. Atividade hemaglutinante de CpL sobre diferentes
eritrocitos na presenca de 5 mM de CaCl..

Concentragdo minima

Hemaglutinante de CpL

Eritrécitos Intactos Tripsinizados
A 7,81 pg/ml 0,46 pg/ml
B 15,62 g/mi 0,46 ug/ml
AB 7,81 pg/mi 0,46 pg/mi
0] Na na
Boi 46,46 pg/ml 2, 30 pg/mi
Porco Na na

(na) ndo ocorreu hemaglutinacio até concentragao de 62,75 ng/ml de CpL

3 bt e b 3 R



Tabela 2: Efeito
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carboidratos na

hemaglutinagdo induzida por CpL. Concentracédo

Minima do carboidrato que inibe a hemaglutinagéo

(CMic).

Carboidrato CMic (mM)
D-galactose 37,5
D-rafinose 25,0
D-glicose > 150
D-sacarose > 150
D-maltose > 150
D-frutose > 150
D-manose > 150
D-galactosamina > 150
D-lactose > 150

Concentragao de CpL previamente ajustada para 1,0

ug/mi, utilizando-se eritrécitos humanos tripsinizados

tipo A.



Tabela 3: Efeito de agentes quelantes de
cations divalentes e agente redutor na
hemaglutinagdo induzida por CpL (CMIq).

Agente Inibidor CMiqg (uM)
EDTA 243
EGTA 243

DTT 48

CpL na concentragdo ajustada para 1,0 ug/mi e
eritrécitos humanos tipo A a 2%.
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Cromatografia de exclusdao molecular

A figura 1 mostra o perfil cromatografico do precipitado protéico das
sementes de Crotalaria pallida em coluna de Shephadex G-75. As fragbes

indicadas (——) apresentaram capacidade de aglutinar eritrécitos humanos.

Cromatografia de troca iénica em sistema HPLC

As fragbes hemaglutinantes provenientes da cromatografia de excluséo
molecular (Sephadex G-75), foram reunidas e liofilizadas. Este material foi, entéo,
submetido a recromatografia em coluna de troca idnica (Protein Pak DEAE 5PW
60 ) acoplada a sistema de HPLC. Foi obtido o perfii mostrado na figura 2. A

atividade hemaglutinante foi localizada no pico indicado (¥), denominado CpL.
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Figura 1- Perfil cromatografico do precipitado protéico das sementes de Crotalaria
pallida em coluna Sephadex G-75. O material foi eluido em solugédo de bicarbonato
de aménio a um fluxo de 12 mi/h. As fragées indicadas (—) apresentaram atividade

hemaglutinante.
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Figura 2 - Repurificagdo das fragdes hemaglutinantes (proveniente
da cromatografia em Sephadex G-75) em troca ibnica por HPLC
utilizando coluna Protein Pak DEAE 5PW 60 (7,5 x 75 mm). A
purificagao foi feita sob um gradiente linear de 0 a 100% do tampé&o
B (solugdo de NaCl 0,5 M) a um fluxo de 1 ml por minuto. O pico
indicado pela seta apresentou atividade hemaglutinante, sendo

eluido aos 25 minutos na concentragdo de 45% do solvente B.
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Eletroforese em gel de poliacrilamida

A figura 3 representa o perfil eletroforético das etapas de purificagdo da
lectina de Crotalaria pallida: marcadores de massa molecular (pista A); extrato
total (pista B); precipitado cetdnico (pista C); pico ativo proveniente de G-75 (pista
D) e a lectina isolada (CpL) em condi¢ées nao redutoras (pista E).

Na figura 4 & observada o perfil eletroforetico da lectina isolada de
Crotalaria pallida (CpL) em condi¢cées ndo redutoras (pista B) e redutoras (pista
C), que migrou como uma banda Gnica protéica. A distancia percorrida pelos
marcadores de massa molecular e pela amostra foi calculada em centimetros e
utilizada nos calculos de regresso linear para determinagdo da massa molecular
de CpL que migrou paralelamente a anidrase carbdénica. Esta posicio

correspondeu a uma massa molecular calculada de 30 kDa.

Coloracdo para glicoproteinas

Gel de acrilamida a 15% em condi¢des nativas foi submetido a coloragio
para carboidratos e apresentou rea¢ao positiva para o reativo de Schiff (figura 5),
sugerindo que esta proteina contém residuos de acutcares ligados

covalentemente & sua estrutura, tratando-se de uma glicoproteina.



kDa

Figura 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida (15%), com SDS
em condicdes néo redutoras, das etapas de purificagao da lectina
isolada de Crotalaria pallida. Marcadores de massa molecular
(pista A): fosforilase (94 kDa), albumina sérica bovina (67 kDa),
ovoalbumina (43 kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de
tripsina de soja (20,1 kDa) e lactoalbumina (14,4 kDa); extrato
total (pista B); precipitado cetonico (pista C); pico ativo
proveniente de G-75 (pista D) e a lectina isolada em condicoes

nao redutoras (pista E).
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Figura 4 — SDS PAGE (15%) de CpL em
condicdes nao redutoras (pista B) e redutoras
(pista C). Na pista A os marcadores de massa
molécula: fosforilase (94 kDa), albumina
sérica bovina (67 kDa), ovoalbumina (43
kDa), anidrase carbonica (30 kDa), inibidor de
tripsina de soja (20,1 kDa) e lactoalbumina

(14,4 kDa).
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Figura 5 — Coloracao para detecgao
de glicoproteinas — reagente de Schiff.
Na faixa C foi aplicada a lectina isolada
de Crotalaria pallida (CpL). Nas faixas
A e B foram aplicadas Albumina e
Asialofetuina, respectivamente, como

controle.

<+—— CpL
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Analise da composic¢ao de aminoacidos

Os resultados da composi¢ao global de aminoacidos sdo apresentados nas
Tabelas 4 e 5. A metodologia empregada nao detectou a presenca de residuos de

triptofano, cisteina e prolina.

Seqiienciamento amino terminal

O sequenciamento N-terminal de CplL foi realizado por degradacido de
Edman, utilizando um sequenciador automatico, a partir do N-terminal da
molécula, em condi¢cdo nativa. Foram determinados os primeiros 09 residuos da

molécula, que s&o apresentados na Figura 7.



Tabela 4 - Composicdo de aminoacidos de

CpL.
Aminoacido Numero de
Residuos?
(mol/mol)
ASXa 36
Gle 27
Ser 24
Gly 27
His 04
Arg 06
Thr 30
Ala 22
Pro® _
Tyr 09
Val 25
Met 0
1/2 Cys® -
lle 10
Leu 22
Phe 18
Lys 14
Trp® -
Total 274

a- O numero de residuos Asx, € a soma dos
residuos de acido aspartico com os de asparagina;
b- GlIx, € a soma dos residuos de acido glutamico e
glutamina.

¢ nd; nac determinado.

d- Determinado como valor integrat mais préximo.
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Tabela 5- Composicéo percentual de aminoéacidos de CpL.

Aminoacido Nidmero de % residuo Massa
Residuos® Residuos
Asx? 36 131 115,11
GIx® 27 9,9 129,13
Ser 24 8,8 87,09
Gly 27 9,9 57,07
His 4 1,4 137,13
Arg 6 2,1 156,21
Thr 30 10,9 111,12
Ala 22 8.0 71,09
“Pro° - - -
Tyr 9 3,3 114,15
Val 25 9,1 163,13
Met 0 0 131,21
%% Cys® - - -
lie 10 36 113,17
Leu 22 8,0 113,17
Phe 18 6,6 147,19
Lys 14 5,1 128,19
Trp°® - - -
Total 274

a- O numero de residuos Asx, € a soma dos residuos de acido aspartico com os de
asparagina,

b- Glx, & a soma dos residuos de acido glutamico e glutamina.

c- nd; ndo determinado

d- Determinado como valor integral mais préximo
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Figura 7 - Sequéncia amino-terminal dos 17 primeiros
residuos da proteina CpL na forma nativa, determinada por
degradacio de Edman, em seqienciador automatico.
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O género Crotalaria abriga cerca de 500 espécies amplamente distribuidas,
principalmente nas regides tropicais e subtropicais. Sdo plantas anuais ou
perenes, herbaceas ou arbustivas, com frutos inflados, com grande espaco vazio
no interior, cujas sementes quando maduras fazem um barulho de chocalho muito
caracteristico, semelhante ao dos guizos das cascavéis. Vindo dai também a
denominacgao do género: Crotalana (Heywood, 1971; Dickison, 1981).

Algumas espécies apresentam valor econdmico sendo utlizadas na
produgao de fibras, como pastagens, como adubo verde, no controle da erosdo
do solo; na para produgdoc de ragdo animal, como planta omamental e na
medicina popular (Duke, 1980).

No Brasil sdo conhecidas aproximadamente 35 espécies introduzidas ou
nativas, que sao conhecidas pelo nome vulgar de guizo-de-cascavel, cascavelera
e chique-chique, em referéncia ao ruido, produzido pelas sementes maduras no
interior do fruto. Dentre as espécies que ocorrem no Brasil esta Crofalaria pallida.

Embora cerca de uma centena de lectinas de plantas ja tenham sido
isoladas e caracterizadas bioquimica e biclogicamente (Cavada, 1997), a grande
maioria proveniente de espécies da familia Leguminosae, principaimente da sub-
familia Papilionoideae, composta por 500 géneros, ha uma evidente lacuna na
literatura em relagéo as lectinas do género Crotalania. A despeito do seu grande
niamero de espécies apenas duas lectinas tiveram a sequéncia da regido N-
terminal determinada (Foriers et al., 1979; Khang ef al., 1990). At¢é o momento
nenhuma lectina do género Crotalana teve a sequéncia de aminoacidos completa
determinada, embora o gene da subunidade maior da ribulose carboxilase isolada
dos cloroplastos de C. pallida, C. incana e C. capensis, tenha sido determinada.

(Kass & Wink, 1995).
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Neste trabalho isolamos e caracterizamos uma lectina presente nas
sementes de Crotalaria pallida. A detecgao da presenga da lectina foi realizada
através de ensaios de hemaglutinagdo e sua purificagio foi obtida por meio de
técnicas cromatograficas.

A mais conhecida propriedade das lectinas € a atividade aglutinante, sendo
a que a detecgdo de lectinas ¢é realizada, principaimente, através do ensaio de
hemagiutinagdo, de modo que a vasta maioria das pesquisas tem restringido sua
investigagdo contra os antigenos do sistema ABO dos eritrécitos humanos
(Ersson, 1973; Toms, 1981; Khang, 1990). Entretanto uma lectina pode n&o
hemaglutinar eritrécitos humanos ou n3o possuir especificidade para um grupo
sanguineo, mas mostrar variabilidade de atividade sobre os eritrocitos de outras
espécies e as vezes diferengas entre individuos de uma mesma espécie
(Scheinberg e Reckel, 1960).

Os ensaios de hemaglutinagdo podem apresentar resultado falso negativo
caso a lectina coexista com inibidores, como substancias presentes no sangue,
glicoproteinas contendo 4acido sidlico, aminas heterociclicas, carboidratos ou
certos ions metdlicos, ou ainda, se os receptores presentes nas células néo
existam em numero suficiente ou estejam inacessiveis (Toms, 1981).

Certas lectinas ndo aglutinam eritrécitos a ndo ser que sejam pré-tratadas
com uma protease, que remove obstrugdes dos receptores da superficie da
membrana tornando-os acessiveis ao sitio de ligagdo da lectina.

A remocdo do acido sidlico da superficie celular pode aumentar a
aglutinacdo como resultado da diminuicdo da repulsdo eletrostatica entre as
células e as lectinas; além de permitir a interagdo com potenciais receptores da

membrana que se encontrem obstruidos (Toms, 1981; Lis & Sharon, 1981).
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Em todo caso, a interagdo da lectina com eritrécitos ocorre porque estes
possuem receptores similares aqueles contra o qual a lectina foi desenvolvida.
Certamente, a ocorréncia de lectinas aponta para papéis adicionais e €
apropriado pensar em lectinas como moléculas multifuncionais, tendo mais de
uma funcido em uma determinada espécie ou tendo fungéo diferente em
diferentes espécies (Toms, 1981).

Os testes mostram que a lectina isolada de Crotalania pallida nio apresenta
especificidade para um determinado tipo de eritrécito humano. A lectina promoveu
aglutinacao das células tipo A, AB e B ndo reagindo com células tipo O, mesmo
apos estas serem tratadas com ftripsina. A tripsinizacdo dos eritrocitos A
aumentou em 17 vezes a sensibilidade destes a proteina, sendo que em relagéo
aos eritrécitos B a potencializagdo foi de 33 vezes. A tripsinizacdo tambem
produziu uma maior afinidade da lectina com os eritrécitos bovinos.

Os eritrécitos de porco niac agiutinam na presenca de CpL, nem em
concentragdes que chegaram a 62,75 ug/ml, mesmo tendo a sensibilidade
aumentada pela tripsinizagao.

Estes resultados quando confrontados com os obtidos por Ersson (1973,
1977), para Crotalania juncea e por Khang et al. (1990) para Crofalana striata,
mostram que CpL apresenta um padrdo de aglutinagdo mais proximo do
observado para C. juncea ja que esta ndo possui significante especificidade para
nenhum dos tipos sanglineos, mas aglutina os eritrécitos O, o que nio foi
observado em relagcdo a Crotalaria pallida. A lectina de Crotalaria striata
diferentemente das outras duas isoladas do género, apresenta destacada

especificidade para eritrécitos tipo A, sendo monoespecifica (Khang et al., 1990).
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Toms (1981) fornece um amplo levantamento de estudos que mostram a
existéncia de variagdo no padrdo de hemaglutinagdo entre variedades e até entre
espécimes. Segundo o autor, Phaseolus lunatus é um impressionante exemplo de
variagdo na capacidade e especificidade de hemaglutinagdo quando analisadas
os resultados apresentados pelas diferentes variedades. Outros exemplos
apontados sdo Vigna mungo e V. caracalla.

A espécie Phaseolus vulgars possui varias variedades com auséncia de
lectinas, sendo que em uma determinada variedade algumas sementes s&o
capazes de aglutinar células de coelhos e outras ndo. Em Phaseolus vulgaris var.
aborigineus foram detectadas populagdes com e sem lectina. Quatro de nove
populagbes apresentavam resultados positivos ou negativos dependendo das
sementes utilizadas, enquanto outras cinco eram uniformes nos resultados
positivos (Tobiska, 1964, apud. Toms, 1981). Assim, diferencas entre trabalhos
sdo comuns. (Toms, 1981). Uma complicagdo adicional na interpretagdo de
especificidade das lectinas & que as vezes as reagdes alteram com idade de
semente e com o modo de armazenamento.

Diferengas quanto & presenga de lectina foram observadas no género
Mucana, particularmente para a espécie M. pruriens de diferentes origens
geograficas. Em 1994, Mo e Goldstein isolaram uma lectina das sementes de
Mucana derringiana, demonstrando a presenca de lectinas em espécie do género.
Posteriormente, Siddhuraju et al. (1996), trabalhando com sementes de outra
espécie, M. pruriens, coletadas na india, também observaram a presenca de
lectinas. Contudo, Udebila e Carlini (1998) ndo encontraram a proteina nos
espécimes que ocorrem no Brasil. Machuka (2000) trabalhando com onze

variedades de Mucana pruriens originarias da Nigéria ndo observou aglutinagao
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sobre eritrécitos tripsinizados de coelhos. Para o autor este fato indica a auséncia
de lectinas ou sua existéncia em baixos niveis, ou ainda que esta nio é reativa
para o sangue de coelhos, mas poderia ter agdo sobre eritrécitos de outras
espécies, apesar de Udeliba e Carlini (1998) também nao tenham encontrado
atividade aglutinante sobre eritrécitos de coelhos, porcos e humanos. Para
Machuka ef al. (2000) isto sugere que fatores ecolégicos e climaticos podem
influenciar nos niveis e concentragdes das lectinas.

Ndo sd3o raros os exemplos de lectinas de uma mesma fonte que
demonstram especificidade diferente entre si (Cavalcanti, 1994). As trés formas
moleculares observadas para a lectina isolada das sementes de Cratylia moliis,
apresentaram diferencas quanto ao comportamento  eletroforético,
reconhecimento para carboidratos e especificidade para eritrocitos, além de
mostrarem diferen¢as no padréo de subunidades (Correia, 1989; Paiva e Coelho,
1992).

E interessante registrar que as espécies do género Crotalaria também se
distinguem quanto a sua atividade de inibicdo sobre serinoproteinases, conforme
observado por Pando (1996) ao estudar os inibidores de protease presentes nas
sementes de Crotalaria paulina, Crotalaria juncea resistente a murcha bacteriana
e Crotalana juncea nao resistente a murcha bacteriana. Portanto & importante
saber qual variedade é usada quando da determinacido da atividade de
hemaglutinante, pois um resultado publicado para uma determinada espécie pode
nao ser valido para toda variedade daquela espécie.

A hemaglutinagdo produzida por CpL foi inibida pela agdo de D-rafinose e
D-galactose, porém somente a partir de concentragées de 25 e 37,5 mM,

respectivamente. Os acgucares: D-glicose, D-sacarose, D-maltose, D-frutose, D-
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manose, D-galactosamina e D-lactose, ndo apresentaram efeito inibitério mesmo
quando utilizados em concentragées iguais ou superiores a 150 mM. A inibigao da
aglutinagdo com agucares contendo residuos de galactose também foi observada
para as outras lectinas do género. Para C. juncea foram encontrados os seguintes
carboidratos: lactose, melibiose, rafinose, N-acetil-D-galactosamina, D-galactose
e D-galactosamina, em ordem decrescente de afinidade (Ersson, 1973). Ja a
lectina isolada de C. striata apresentou especificidade para N-acetil-D-
galactosamina, seguida de D-galactose, D-galactosamina (Khang et al., 1990).

Embora a hemaglutinagdo produzida por CpL tenha sido inibida por D-
rafinose e D-galactose, os epimeros de D-galactose, mesmo quando utilizados
em altas concentragbes, ndo apresentaram o mesmo efeito. A lectina isolada de
Mucuna derringiana demonstrou 0 mesmo comportamento, pois apesar de inibida
por N-acetil-D-galactosamina e D-galactose, ndo teve sua afinidade aos eritrocitos
influenciada por D-talose, D-gulose e D-glicose, epimeros de D-galactose. Para
Mo e Goldstein (1994) isto indica que todos os grupo hidroxila da galactose
podem estar envolvidos na ligagdo com a lectina, embora em graus diferentes;
pois os grupos C-3 e C-4 sdo os que mostram maior importancia na ligagéo a
lectina.

As altas concentragdes de galactose necessarias para inibigcdo da atividade
hemaglutinante de eritrécitos tratados com tripsina ndo s&o incomuns para
lectinas de plantas (Peumans et al., 1984, Higuchi et al., 1986; Cavada et al,
1998, Machuka et al., 1999).

E importante registrar que o extrato bruto e o precipitado cetdnico das
sementes de Crotalaria pallida ndo foram inibidos por nenhum dos carboidratos

que agiram sobre a lectina isolada. De acordo com Cavalcanti (1994), que
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também encontrou resuitados semelhantes ao estudar Swartzia pickellii, ndo se
afasta a possibilidade de ocorrerem modificagées no sitio de ligacdo para
carboidratos da lectina durante o processo de purificagédo, mesmo quando este se
da em apenas duas etapas. Para Ersson (1973) estas diferengas provavelmente
sdo devidas a presenca, nos extratos, de inibidores do agucar.

A atividade hemagiutinante também foi inibida quando a lectina foi
submetida a tratamento térmico (dados ndo mostrados) ou tratamento quimico. A
estabilidade térmica da lectina foi testada para um intervalo de temperatura
variando de 30-100°C, tendo sido observada perda completa da atividade para
temperaturas acima de 80°C, este resultados estdo condizentes com os
resultados encontrados para a lectina isolada das sementes Sphenostyles
stenocarpa (Machuka et al., 1999).

Perda da atividade por agdo de agentes quelantes de célcio e ions
divalentes, também foi observada como mostram os ensaios com EDTA e EGTA.
A necessidade de caicio e magnésio (ou outro metal de transicdo) geralmente é
necessaria para ligacdo das lectinas de leguminosas ao carboidrato (Sharon,
1993).

Ensaios envolvendo a estabilidade quimica da molécula auxiliam no
entendimento da relacdo estrutura fungcdo da lectina. Uma bem conduzida
pesquisa neste campo foi realizada por Sikdar & Chatterjee (1990) em relagio a
lectina isolada das sementes de Crotalaria strita.

O estudo envolveu a utilizacdo de reagentes especificos capazes de
modificar os diversos grupamentos de determinados aminoacidos. Os efeitos
sobre a lectina dependeram dos tipos de alteragbes produzidas e dos

aminoacidos envolvidos, indo da relativa auséncia de danos a perda total das
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atividades. Resumidamente pode-se dizer que os resultados indicaram que
triptofano, tirosina, acido aspartico e acido glutamico sdo essenciais para o
funcionamento da lectina (Sikdar & Chatterjee, 1990).

O perfil eletroforético da lectina isolada das sementes de Crotalaria pallida
(CplL) realizada em gel de poliacrilamida com SDS, em condi¢des redutoras e
nao-redutoras, mostrou apenas uma banda protéica e confirmou a pureza do
material, que migrou paralelamente & anidrase carbdnica, marcador de massa
molecular de 30 kDa. A massa molecular aparente da proteina em condi¢des
nativas foi determinada por filtragdo em gel utilizando coluna Protein Pak 300 Sw
acoplada a sistema HPLC, tendo sido obtido um valor estimado de 120 kDa,
indicando tratar-se de um tetramero constituido de quatro subunidades de 30 kDa,
ligadas por ligagbes ndo covalentes. Esses resultados indicam que a estrutura
quaternaria da molécula possui caracteristicas comuns as lectinas de
leguminosas, geralmente constituida de duas ou quatro cadeias iguais com
massa de 25-30kDa (Sharon & Lis, 1990).

As lectinas isoladas das sementes de Crotfalarna striata (Khang et al., 1990)
e Crotalania juncea (Ersson, 1977, Foreis et al., 1979) também sdo tetrameros
compostos de subunidades de 30 kDa.

As lectinas geralmente sdo glicoproteinas e CplL e as lectinas Crotalana
striata (Khang et al., 1990) e Crotalana juncea (Foreis ef al., 1979) também
pertencem a esta classe de proteinas. Segundo Carvalho (1990) a por¢ao
glicidica das glicoproteinas possui papel critico em eventos especificos da
biologia da célula e remog¢ao ou alteragao da estrutura oligossacaridica conduzem
a mudangas na atividade de algumas glicoproteinas. Entretanto, como ha lectinas

que ndo sdo glicoproteinas, como a Concanavalina A, as lectinas isoladas de



64

Dioclea grandifiora, Dioclea guianense, Cratylia floribunda e Canavalia brasiliensis
(Moreira ef al., 1991), surge o questionamento do real papel dos carboidratos nas
atividades desempenhadas por lectinas.

As lectinas de legumes geralmente s&o sintetizadas na forma de precursor,
que posteriormente € convertido na proteina madura (Loris et al., 1998). Nas
lectinas que n&o sao glicoproteinas, o processamento pos-traducional, envolve a
remoc&o do grupo glicidico. Embora algumas ndo sejam produzidas na forma de
precursor glicosado (Pusztai, 1991).

Os dados da composicdo global de aminoacidos mostram que CpL tem
como aminoacidos mais frequentes: treonina, valina, serina, leucina e alanina,
aléem de alta concentracdo de Asx + GlIx (23,5%). Estes mesmos residuos também
estdo entre os mais freqlentes em Crotalaria striata (Kang et al., 1990) e
Crotalaria juncea (Ersson, 1977).

Entre os aminoacidos menos frequentes de CpL estao histidina e arginina.
Baixo nimero destes aminoacidos também é observado nas lectinas de Crotalaria
striata (Kang ef al., 1990) e Crotalana juncea (Ersson, 1977). A metodologia
utilizada ndo possibilitou a detecgcdo de residuos de triptofano, pois este é
suscetivel a hidrdlise acida. Quanto aos residuos de cisteina, a presenca de
grupos sulfidrilas livres ndo foi determinada e nenhuma corregdo para possiveis
perdas durante a hidrdlise acida foi feita para o contetido de cisteina.

De acordo com Khang ef al. (1990) a auséncia de cisteina é uma
caracteristica das lectinas de leguminosas, do mesmo modo que baixas ou nulas
concentragbes de metionina e histidina sdo comuns nas proteinas de origem

vegetal (Ryan, 1981, Kortt & Caldwell, 1990).
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A seqiéncia N-terminal de CpL para seus primeiros nove primeiros
residuos foi LEEQSFSFTKFSTD QQ N (figura 7). A presenga de uma
anica sequéncia N-terminal indica que a proteina € formada por quatro
subunidades idénticas, corroborando as analises dos dados de eletroforese e
cromatografia por gel filtragdo que indicavam trata-se de um tetramero.

Os estudos de homologia seqtiencial para os 17 primeiros residuos de CpL
e as lectinas isoladas de C. striata (Kang et al., 1990) e C. juncea (Foreis et al.,
1979) (figura 11) apontam uma homologia de 100% e superior a 80%
respectivamente. As lectinas de leguminosas s3o caracterizadas pela aita
homologia apresentada para a estrutura primaria. Segundo Loris ef al. (1998) das
50 sequéncias de lectinas de legumes que ja foram determinadas a taxa de

identidade ndo é menor que 35%.

1 10 20
Crotalania pallida LEEQSFSFTKFSTDQQN
Crotalaria striata LEEQSFSFTKFSTDQQNLILQAHY
Crotalania juncea AEEQSFSSTKFSTDQPNLILQGDA

Pusztai (1991) relata que a comparagéo entre 26 lectinas mostrou 100% de
conservagio de residuos de fenilalanina na posi¢édo 6 e 11, sendo que o residuo 5
também se encontra altamente conservado em 23 das 26 lectinas utilizadas no
estudo. O mesmo foi observado por Foriers et al. (1979) em relagcdo a 11
sequiéncias amino terminal de diferentes lectinas e por Machuka et al. (1999) para

lectinas especificas para galactose isoladas de Sphenostyles stenocarpa.
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As trés lectinas aqui comparadas também apresentam um residuo de
fenilalanina na posicdo 6 e 11. Embora o sequenciamento N-terminal tenha
envolvido apenas os 17 primeiros residuos, podemos considerar que CpL também
apresenta sequéncia F-F—LILQ presente em C. striata e C. juncea e que se
mostra consenso para lectinas de leguminosas (Machuka, 1999).

O alto grau de homologia da estrutura primaria e da estrutura terciaria das
lectinas de leguminosa sugere uma conservagao dos genes que codificam estas
proteinas, permitindo sua utilizagido como marcadores filogenéticos (Rouge et al.,
1987).

Compostos quimicos s&o usados extensivamente em sistematica de planta,
nos estudos das variagdes infraespecificas (Adams, 1977; Harborne e Turner,
1984) e na determinagao de relacdes filogenéticas entre familias e outros taxons
(Dahigren, 1975; Gershenzon e Mabry, 1983). A utilizacdo de dados bioquimicos
na classificagdo das plantas remonta a mais de século, embora caracteristicas
indiretas como odores, gostos e propriedades medicinais sejam aplicadas ha
muito mais tempo, retrocedendo a publicagdo de Materia Medica de Dioscorides
(datada de 300 a.C.) e aos herbalistas que agrupava as plantas de acordo com
suas propriedades meédicas, que obviamente derivavam de suas substancias
quimicas (Stuessy, 1990).

Dois grupos de substancias quimicas se mostram particularmente uGteis nos
estudos de sistematica: os compostos do metabolismo secundario e as
macromoléculas: proteinas e acidos nucléicos (DNA e RNA).

As variantes moleculares sdo ferramentas utilizadas na andlise de
problemas tradicionais da genética de populacbes e na inferéncia de relagées

filogenética. As sequéncias de aminoacidos e de nucleotideos fornecem um
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ndmero muito elevado de caracteres e por isso sao utilizadas com freqiéncia para
determinar padroes de filogenia.

As proteinas s3o usadas na sistematica de diferentes modos,
principalmente por meio da andlise de dados obtidos da sequéncia de
aminoacido, dos estudos sorologicos e do padrdo de bandas de eletroforese.

Diferencas entre proteinas, reveladas por técnicas como a eletroforese, séo
utilizadas para estudar o fluxo génico, a variacdo genética e a selegéo natural.
Dados eletroforéticos sdo mais Uteis para espécies muito proximamente
aparentadas (Futuyama, 1992). A eletroforese & muito util no estudo de individuos
de uma populagéo ou no estudo de espécies relacionadas. Os padrées de bandas
resultantes da eletroforese de semente ou proteinas de poélen (ou de tipos
especificos de enzimas) podem ser comparados e a presenca ou auséncia de
faixas particulares usadas como carater taxondmico permitindo analises
filogenéticas (Crawford e Julian, 1976; Crawford, 1979, 1983).

A sequéncia de aminoacidos de uma proteina pode ser utilizada como
carater taxonémico, da mesma maneira que a seqiéncia de nucleotideos do DNA
e do RNA é usada para reconstruir relagées filogenéticas. A determinagdo da
seqiéncia de aminoacidos oferece a oportunidade de comparagio de proteinas
de um amplo numero de plantas.

Proteinas como citocromo C, ferredoxina e ribulose-1,5-bisfosfato
carboxilase s3o usadas na determinagdo de relagdes filogenéticas de diversos
grupos de organismos inclusive de angiospermas (Boulter et al. 1978;
Fairbrothers et al., 1975; Fairbrothers, 1983; Giannasi e Crawford, 1986, Martin et

al., 1985).
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Em muitos casos, dados moleculares apoiam a sistematica estabelecida a
partir de dados morfolégicos. O mais importante € que os dados moleculares
auxiliam quando ha diferentes hipéteses quanto a uma classificagéo,
principalmente nos casos onde as relagdes filogenéticas sdo conhecidamente
problematicas.

Além das ja citadas aplicagdes biolégicas, o estudo das lectinas pode se
prestar a solugdo de problemas taxondmicos, como fonte de dados
complementares no estudo de genealogias. O alto grau de homologia da estrutura
priméria e da estrutura tridimensional das lectinas sugere que estas foram pouco
modificadas durante evolugdo. Estas relagées evolutivas permitem que as lectinas
sejam utilizadas como excelentes marcadores filogenéticos em estudos de
biologia molecular dos processos de especiag¢ado (Rouge et al., 1987).

Cabe aqui, abordar em relagdo ao género Crotalaria, as revisbes de
classificagdo de algumas espécies cuja validade tém sido questionada
sistematicamente, pois nada menos que 10 espécies (Lista 1) perderam seu
“status” e passaram a ser consideradas uma unica espécie: Crotalarnia pallida
(ILDIS Legume Web, 2000). Assim, os dados publicados para estas espécies
deveriam ser convalidados para Crofalaria paliida, pois do ponto boténico os
trabalhos foram realizados com uma mesma espécie. Nesta condigdo estdo os
estudos conduzidos com Crotalana striata, que segundo a revisdo taxonémica é
sinénimo de Crotalania pallida.

Os dados aqui reunidos mostram que ha similaridades e diferengas entre a
lectina por nés estudada e a analisada por Khang et al. (1990). Ambas lectinas
apresentam o0 mesmo comportamento eletroforético, com massa molecular

aparente de 30 kDa se constituindo em um tetramero de 110-120 kDa e
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homologia de 100% verificada para os primeiros 17 residuos. Porem como ja
discutido anteriormente a alta homologia da estrutura primaria é€ uma
caracteristica das lectinas, principalmente as de leguminosas. Por outro lado,
enquanto a atividade destacada da lectina isolada por Khang et al. (1990) é a
monoespecificidade, ja que produz hemaglutinagédo apenas dos eritrocitos tipo A,
a lectina por nés isolada contrariamente reage com as células A, B e AB, mas nao
possui atividade sobre os eritrécitos O. Entretanto, com discutido acima,
espécimes de uma mesma espécie podem apresentar diferentes padroes de
hemaglutinagao.

Como ja destacado anteriormente diferencas na estrutura quatemaria
podem ser responsaveis pelas diferentes propriedades bioldgicas apresentadas
por lectinas altamente homoélogas, como observado em relagéo a Con Bre Con A
que possuem similaridade de 99% na sequéncia de aminoacidos, mas
apresentam tanto in vivo quanto in vitro marcantes diferencas.

Foge aos objetivos desta tese discutir a classificagdo taxondémica das
espécies do género Crotalaria, porém ndo podemos desprezar os resultados aqui
apresentados, mesmo que fornecidos por uma unica proteina. Deste modo, a
lectina purificada e caracterizada neste trabalho se constitui em um marcador
molecular para estudos de evolugdo filogenética e especiagdo do género
Crotalaria, mas sobretudo permite sua utilizagdo como ferramenta biolégica (til
em varias areas, como pesquisas sobre cancer e imunologia, que requerem a

compreensao dos processos biolégicos envolvidos no reconhecimento celular.
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Lista 1 - Relagdo das espécies do género Crotalaria que perderam o
“status” de espécie e passaram a ser consideradas sinénimos de Crotalara

pallida.

Crotalaria brownei

Crotalaria falcata

Crotalaria fertilis

Crotalaria hookerni

Crotalaria mucronata
Crotalaria pallida.

Crotalaria pisiformis

Crotalaria striata

Crotalaria striata var. acutifolia
Crotalania tinctoria

Crotalania zuccarininana
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