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RESUMO

As lectinas constituem um grupo de proteinas ou glicoproteinas de origem nao imunologica
que apresentam no minimo um dominio ndo catalitico que reconhecem e ligam-se
reversivelmente a carboidratos. Entre as caracteristicas mais peculiares das lectinas estdo
inclusas a capacidade de aglutinar células animais e/ou células vegetais e precipitar
glicoconjugados. Este trabalho objetivou a identificacdo e caracterizagdo parcial de uma
lectina das sementes de Camptosema rubicundum, pertencente a familia das leguminosas,
subfamilia Papilionoideae. Apds a preparacio da farinha a extracdo da lectina foi testada em
solugdo salina de NaCl 0,15 M, além de 3 solugdes tamponadas com pH 2,6, 7,6 ¢ 9,0 ambas
contendo NaCl 0,15 M, a eficiéncia das solu¢des de extracdo foi testada a partir de ensaios de
atividade hemaglutinante usando eritrocitos de coelho nativos e tratados com as enzimas
papaina e tripsina, além de eritrocitos humanos do sistema ABO, aliado a isso foi verificado o
teor de proteinas soliveis em cada extrato afim de calcular a atividade especifica da lectina. A
especifidade a carboidratos foi observada através do teste de inibicdo da hemaglutinacao,
ensaios estes que nortearam a técnica de isolamento da lectina, foram testadas as resinas de
agarose/manose, agarose/fetuina e sephadex G-50 e G-75. A caracterizacgdo fisico-quimica se
deteve na avaliagdo da dependéncia da lectina a efeitos da temperatura e pH. A extracdo mais
eficiente foi em NaCl 0,15 M. A lectina apresentou atividade tanto para eritrocitos de coelho
quanto para eritrocitos humanos, contudo o tratamento dos eritrocitos de coelhos com enzimas
proteoliticas otimizou a hemaglutinacdo. Além disso, a acdo da lectina foi inibida pelos
carboidratos manose e a-metil-D-manopiranosideo, além da glicoproteina fetuina, entretanto a
mesma nao foi purificada em resinas contendo os seus inibidores. A caracterizacdo fisico-
quimica da lectina revelou que a mesma ¢ termoestavel e resistente a variagdes de pH na faixa
de 5,0 a 10. Esse trabalho permitiu a identificacdo de uma nova lectina das sementes de C
rubicundum e estudos posteriores na busca por mais caracteristicas dessa lectina podem
elucidar propriedades moleculares que poderao ser utilizadas como ferramenta biotecnoldgica
a partir da interagdo proteina-carboidrato em diversos modelos celulares.

Palavras-chave: Atividade lectinica. Caracterizagdo fisico-quimica. Leguminosae



ABSTRACT

Lectins are a group of proteins or glycoproteins of non-immunological origin that have at
least a non-catalytic domain that recognizes and binds reversibly to carbohydrates. Among the
most peculiar characteristics of lectins are the ability to bind animal and / or plant cells and
precipitate glycoconjugates. This work aimed at the identification and partial characterization
of a lectin of the seeds of Camptosema rubicundum belonging to the legume family subfamily
Papilionoideae. After preparation of the flour, the lectin extraction was tested in 0.15 M NaCl
saline solution, in addition to 3 solutions buffered with pH 2.6, 7.6 and 9.0, both containing
0.15 M NaCl. The efficiency of extraction solutions was tested from hemagglutinating
activity assays using native rabbit erythrocytes and treated with the enzymes papain and
trypsin, in addition to human ABO system erythrocytes, the soluble protein content in each
extract was verified in order to calculate the specific activity of the lectin. Carbohydrate
specificity was observed through the hemagglutination inhibition test, tese trials guided the
lectin isolation technique, the agarose/mannose, agarose/fetuin and sephadex G-50 and G-75
resins were tested. The physico-chemical characterization stopped in the evaluation of lectin
dependence to the effects of temperature and pH. The most efficient extraction was in 0.15 M
NaCl. The lectin presented activity for both rabbit erythrocytes and human erythrocytes,
however the treatment of rabbit erythrocytes with proteolytic enzymes optimized
hemagglutination. In addition, lectin action was inhibited by mannose and a-methyl-D-
mannopyranoside carbohydrates, besides the fetuin glycoprotein, however it was not purified
on resins containing their inhibitors. The physico-chemical characterization of the lectin
revealed that it is thermostable and resistant to variations in pH in the range of 5.0 to 10. This
work allowed the identification of a new lectin of the seeds of C. rubicundum and further
studies in the search for more characteristics of this lectin can elucidate molecular properties
that could be used as a biotechnological tool from the protein-carbohydrate interaction in
several cellular models.

Keywords: Lectin Activity. Physico-chemical Characterization. Leguminosae.



LISTA DE FIGURAS

Figura 1- A: interagdo entre a lectina e carboidratos da membrana dos eritrocitos. B:Ilustracao
da reversibilidade da ligagao lectina-carboidratos.............ccccveeieeriieeieeiienieeieeee e 14
Figura 2 - Esquematizagdo de Merolectinas (Heveina); Hololectinas (DVL); Quimerolectinas

(DLL-II) e Superlectinas (Lectina de banana).............ccceeeeeeieeiieenieniiieniie e 17

Figura 3 - Flores de Camptosema rubiCundum..................cccocoveveeeviniiiiiiinieninecneee e, 19



LISTA DE TABELAS

Tabela 1- Teor de proteinas totais e atividade especifica da lectina de C. rubicundum........... 27
Tabela 2 - Inibicao da atividade hemaglutinante de lectinas de sementes de C. rubicundum por

especificidade a CarbOIATATOS. ......ccuieiiieeiie ettt et eebe e e e e e eeeeesae e 28



LISTA DE GRAFICOS

Grafico 1 - Titulo da atividade hemaglutinante da lectina de C. rubicundum para eritrécitos de

Grafico 2 - Titulo da atividade hemaglutinante da lectina de C. rubicundum para eritrocitos
humanos no Sistema ABO.........ccoiiiiiiii e e s 26
Grafico 3 - Cromatografia de afinidade em agarose/manose, eluida com diferentes

SOIUGOCS. ..ottt e e et e e e e e et ae e e etaeaeeeaaees 29
Gréfico 4 - Cromatografia de afinidade em agarose/fetuina, eluida com diferentes

SOIUGOES. ..eeeveietieeetee et ee ettt e ettt e e ette e e stee e e e eaaeeeeabeeesbe e e st beaesae e ssaeennseeeaneeeeebeeeesaeeansae srbeaesaeennres 30
Grafico 5 - Cromatografia de em gel sephadex G-50, eluida com glicose 0,2 M.................... 31
Grafico 6 - Cromatografia de em gel sephadex G-75, eluida com glicina 0,1 M pH 2,6 e
ElICOSE 0,2 M.ttt ettt et e e et e s et ae et ae et e e ettt e e eaae e e st eeeateaeetaeeeraeeearaeans 31
Grafico 7 - Influéncia da temperatura sobre a atividade hemaglutinante da lectina de C.
FUDICURAUIML. ...ttt ettt e et e st be e e saae e s aeease e et eesabeeessseeensaeennseeennees 32

Grafico 8 - Influéncia do pH sobre a atividade hemaglutinante da lectina de C. rubicundum.33



SUMARIO

1. INTRODUGAO . ....coeeueererencrreseseessesesessssessssssssessssssssessssssssesessssssessasasssessasans 13
2. REFERENCIAL TEORICO ........ccueteeeeeereresessesesesssssesssesessssessssssssssessssesssessssssssssseseses 15
2.1 ASPECTOS HISTORICOS .........cooouivieeeieeeeeeseeseieeesaesesse s 15
2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DAS LECTINAS DE PLANTAS .......c.ccoovvimiierernrerenen, 15
2.3 CLASSIFICACAO ESTRUTURAL DAS LECTINAS DE PLANTAS.......co.coovvivirrrrrnann, 16
2.4 LECTINAS DE LEGUMINOSAS .........ooiiitiieieeeeeeeeeeeeeeees e ees s 17
2.5 LECTINAS DE DIOCLEINAE ........ooomimiioieieeeeeeeeeeeeee e 18
2.6 CARACTERISTICAS GERAIS DO GENERO Camptosema.................coccooeeeeveeeeeeeereereernnn, 18
3. OBJIETIV ... eceeeeeeeeesesesesesesesesesesesessnsssssssssssesssssssssssesassssssssssssnssssssesesssssesesesessnssens 20
31 GERAL ..o, 20
32 ESPECIFICOS ..., 20
4. METODOLOGIA ......cvovererererererererereessesesssesesesssesssssesesessssssssssssssesssesesssessssssssssnsssssssns 21
4.1 PREPARACAO DA FARINHA ......o.ooimiiiiiieoeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 21
4.2 EXTRACAO PROTEICA ...t ettt 21
4.3 TRATAMENTO DOS ERITROCITOS .......ooovoiveieeeeeeeeeeeeeeeeees e 21
4.4 DETERMINACAO DO TIiTULO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE ..........cc.coocvvun.... 22
4.5 DOSAGEM DE PROTEINAS ......ooiiiiiiiiiieee e, 22
4.6 ESPECIFICIDADE A CARBOIDRATOS..........ooomieieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 22
4.7 ENSAIOS COM RESINAS DE AFINIDADE ..........ccoooviiiiiieeseoeeeeeeeeeeeees e 23
4.8 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE ................... 23
4.9 EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE ........coccoovviviirieiersenen, 24
5. RESULTADOS E DISCUSSAOQ ......coereereeererereresesesesssssesesssssesessssssssssssessssssssssssssssess 25
5.1 ESTUDO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE ........o.coovviiiiiiieeeeeeeeeeeees e, 25
5.2 ESTUDO DA INIBICAO POR ESPECIFICIDADE A CARBOIDRATOS...........cc.coooovvernnnn. 27
5.3 CROMATOGRAFIAS DE AFINIDADE A RESINAS ........cc.coovviiiieieieeeeeeeeeeseeeeeseeeens. 29
5.4 ESTUDO DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE
HEMAGLUTINANTE........coootiiioieieeeeeeeeeeees et 32
5.5 ESTUDO DA INFLUENCIA DO pH SOBRE A ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE .......... 32
6. CONCLUSAOQ.....ccucurrreerernessensassssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssssasss 34

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS. ...oeoeeeeeeveeeeeseessssessssesesssessnssssssssssssessssssssssssesensessnsas 35



13

1. INTRODUCAO
As lectinas constituem um grupo de proteinas ou glicoproteinas de origem nao
imunoldgica, que apresentam no minimo um dominio ndo catalitico, que reconhecem e ligam-
se reversivelmente a carboidratos. Entre as caracteristicas mais peculiares das lectinas estdo
inclusas a capacidade de aglutinar células animais e/ou células vegetais e a a¢do de precipitar

glicoconjugados (LAM et al., 2010; PEUMANS; VAN DAME, 1995; SHARON, 2007).

Através de ligagdes conhecidas como pontes de hidrogénio e interagdes de van der
Waals com células adjacentes as lectinas interagem com os glicoconjugados de células,
provocando a aglutinacdo dos mesmos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Essa peculiaridade
torna possivel a identificacdo das lectinas em tecidos vegetais, por meio da aglutinacdo de
eritrocitos (figura 1). Aliado a isso, através de ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante
¢ possivel identificar o carboidrato ao qual a lectina tem especificidade, no momento em que
esta reconhece e liga-se a este, procedimento este que auxilia no isolamento destas proteinas,
norteando a escolha de técnicas de purificagdo (RAMOS et al., 2002).

Quanto a distribuigdo, as lectinas encontram-se praticamente de forma ubiqua na
natureza, sendo encontradas desde microrganismos (IMBERT et al., 2004), até plantas (LEITE
et al., 2005) e animais (MOURA et al., 2006). Em animais e microrganismos estas podem atuar
na mediacdo do reconhecimento bioldégico de muitos eventos ligados a comunicacao celular,
desenvolvimento, defesa, metastase tumoral, inflamagdo, entre outros (CAVADA et al,

2001).

Frente aos pressupostos supracitados ¢ valido ressaltar que as lectinas apresentam
ainda outra variedade de aplicacdes e fungdes bioldgicas, pois exercem um papel importante
em varios processos biologicos, tais como resposta imunoldgica, interagdo célula a célula,
fertilizagdo (GABIUS; GABIUS, 1997), protecdo contra patdgenos e insetos, reconhecimento
celular, reguladores de crescimento (PUSZTALI 1991), ac¢do anti e pro-inflamatéria (FREIRE
et al.,, 2003), atividade inseticida, entre outras (MACEDO et al., 2007). Assim, podendo
aplicar a diversas areas das ciéncias, tais como, a farmacologia e medicina (KIM et al., 2013),
além da agricultura (SA et al., 2009) constituindo ferramentas fundamentais para estudos de

ambito biotecnolégico (RUDIGER; GABIUS, 2001).
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Figura 1- A: interacao entre a lectina e carboidratos da membrana dos eritrocitos. B: Tlustragdo da
reversibilidade da ligagdo lectina-carboidratos.

FONTE: Bezerra (2009).
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 ASPECTOS HISTORICOS

Ao final do século XIX, algumas evidéncias demonstram que havia no meio
ambiente um grupo de proteinas que possuia a habilidade de aglutinar eritrdcitos, iniciando-se
desta forma a historia da pesquisa com lectinas. A principio estas proteinas ficaram
conhecidas através dos termos hemaglutininas ou fito-hemaglutininas, dado que a maioria
foram encontradas em plantas (SHARON; LIS, 2004).

A partir da divulgacdo de estudos pioneiros, que relatavam principalmente o fato
de Silas Weir Mitchell em 1860, ter observado atividade hemaglutinante em extrato de
veneno de cobra Crotalus Durissus (MITCHELL, 1860) e de Peter Hermann Stillmark ter
descoberto a ricina uma lectina extraida das sementes de mamona (Ricinus communis)
caracterizada por seu alto grau de toxidade (STILLMARK, 1888), surgiram novos trabalhos
com uma diversidade de lectinas vegetais, a exemplo, foi constatado através do isolamento e
caracterizacao bioldgica das sementes da Phaseolus limensis e Vicia craca que haviam
lectinas que nao apresentavam toxicidade e que tinham a habilidade e preferéncia por
aglutinar eritrdcitos do sistema ABO (SHARON; LIS, 2004). Outro ponto crucial na historia
das lectinas foi a descoberta de Peter Nowell (1960), onde o mesmo revelou que a lectina de
Phaseolus vulgaris possui atividade mitogénica atribuindo informag¢des importante na area
imunolégica, gerando avangos nas pesquisas e estudos das interagdes intraespecificas das
células do sistema imunoldgico (BRANDO-LIMA et al., 2006).

Atualmente existe uma gama de estudos com lectinas, onde estas se mostraram
capazes de ativar células do sistema imune de animais (GUPTA, 2012), interferindo em vérias
vias apoptoticas, como agentes antitumorais (HAMID et al., 2013; FU et al,, 2011), sendo
consideradas bons agentes biotecnoldgicos para as diversas areas (SHARON; LIS, 2004).

2.2 CARACTERISTICAS GERAIS DAS LECTINAS DE PLANTAS

As Lectinas extraidas a partir de plantas diferem de outras proteinas vegetais
devido a sua capacidade de reconhecer e ligar-se de forma reversivel a carboidratos
especificos. Suas peculiaridades fazem com que esta classe de proteinas apresente

caracteristicas bioquimicas e atividades biologicas extremamente diferenciadas (PEUMANS;

VAN DAMME, 1995).
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Quanto as cadeias polipeptidicas as lectinas de plantas, possuem em muitos casos
aminoacidos acidos e hidroxilados, ligados por interagdes do tipo pontes de hidrogénio e
pontes de dissulfetos (KENNEDY et al., 1995; RUDIGER; GABIUS, 1993).

Dentro do reino Plantae ha estudos que relatam a presenga de lectinas desde
organismos mais simples como as algas (LIMA et al., 2005) e musgos (MOLINA;
VINCENTE, 1995) até aos mais complexos, a exemplo as gimnospermas (HAN et al., 2005)

e angiospermas, sendo as mais estudadas em relagdo aos demais grupos (KAUR et al., 2005).

2.3 CLASSIFICACAO ESTRUTURAL DAS LECTINAS DE PLANTAS

Segundo o trabalho de Van Damme et al. (1998) as lectinas extraidas a partir de
vegetais sdo classificadas considerando suas habilidades de reconhecimento e especificidade
de ligacdo de maneira reversivel aos carboidratos e seus aspectos estruturais, logo, estdo
organizadas em quatro grupos: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas.

Merolectinas: proteinas com acao lectinica que apresentam em sua estrutura
apenas um dominio ligante de carboidrato, sendo incapazes de aglutinar eritrocitos ou
precipitar glicoconjugados, visto que, sdo monovalentes. Exemplo: Hevea brasiliensis (VAN
PARIJS et al., 1991).

Hololectinas: este grupo de lectinas possuem dois ou mais dominios que
interagem com carboidratos iguais ou similares. As quais podem ser divalentes ou
multivalentes, apresentam ainda a capacidade de aglutinar células e precipitar
glicoconjugados. Exemplo: Maioria das lectinas compreende esta classe, entre elas, as
espécies da subtribo Diocleinae (CAVADA et al., 2001).

Quimerolectinas: sdo proteinas com um dominio ligante a carboidrato que esta
associado a outro dominio catalitico ou atividade bioldgica distinta atuando independente do
dominio de ligagdo de agucares. De acordo com o numero de dominios ligantes de
carboidratos, esta classe de lectinas pode ser considerada como merolecinas ou hololectinas.
Exemplo: Ricina (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Superlectinas: ¢ reconhecida como uma classe de hololectinas que possuem, no
minimo, dois dominios ligantes a carboidratos. Entretanto, estes dominios diferentes das
hololectinas, ndo sdo iguais e nem similares os fazendo capazes de reconhecer carboidratos
diferentes em sua estrutura. Exemplo: lectina do bulbo de tulipa que apresentam dois

dominios de ligacdo a aclcar, a manose e N-acetil-galactosamina (VAN DAMME et al.,

1996).
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Figura 2: Esquematiza¢do de Merolectinas (Heveina); Hololectinas (DVL); Quimerolectinas (DLL-
II) e Superlectinas (Lectina de banana).

Heveina
(1HEV)

Merolectina Hololectina  Quimerolectina Superlectina
8 7 #
= - ) ¢
- IDER.  epex: -EDEE

t Sitio de Ligagao a carboidrato
rSitio de Ligagao a carboidrato
Pxsitio catalitico

Carboidratos

FONTE: adaptado de Santiago (2013).

Apesar de apresentarem diferencas quanto a especificidade a carboidratos, as
lectinas compartilham algumas propriedades moleculares comuns (LIS; SHARON, 1986). Em
geral apresentam 2 ou 4 subunidades de massas moleculares entre 25 a 30 kDa. Uma grande
parcela sdo glicoproteinas e metaloproteinas que contém Ca’*" e Mn?" como cofatores.
Apresentam ainda um centro de ligagdo a carboidratos por subunidade. Em sua maioria, as
lectinas apresentam glicanos formado por carboidratos ligados ao grupamento amina,
podendo ser composto por, N-acetil-D-glicosamina, D-manose, D-xilose e L-fucose. A
presenca desses carboidratos na proteina ndo colabora para atividade biologica, nem para a
especificidade da lectina (SHARON; LIS, 1990). Além dos carboidratos, as lectinas
apresentam ainda, grandes concentracdes de aminoacidos acidicos e hidroxiaminoacidos,

quando comparados a quantidadede aminoécidos sulfurados (SHARON; LIS, 1989).

2.4 LECTINAS DE LEGUMINOSAS

A familia Leguminosae ou Fabaceae ¢ reconhecida como um amplo grupo de
angiospermas compreendendo cerca de 20.000 espécies de plantas, apresentando trés
subfamilias muito distintas (Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae), além de 36
tribos e aproximadamente 727 géneros (MOURAO et al., 2011). Diante da heterogeneidade

das angiospermas varias lectinas tém sido estudadas, onde a familia Leguminosae apresenta a
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maior quantidade de proteinas isoladas (LORIS et al., 1998; PRAKASHKUMAR et al., 1997;
SHARON, 1993).

A lectina de Canavalia ensiformes, denominada de Concanavalina A (ConA), foi
a primeira lectina de leguminosa que teve sua estrutura tridimensional elucidada (BECKER et
al., 1975; EDELMAN et al., 1972; REEKE et al., 1975) sendo considerada uma das lectinas
mais bem caracterizada dentre aquelas obtidas a partir de leguminosas (SANZ-APARICIO et
al., 1997).

A maioria das lectinas extraidas e isoladas de leguminosas sdo encontradas
principalmente nas sementes (LORIS et al., 1998; OLIVEIRA et al., 2011; SHARON, 1993),
entretanto, também sdo encontradas em outras partes vegetais, tais como folhas (
RATANAPO et al., 2001), raizes (PEUMANS et al.,, 1997, SOUZA et al., 2011; VAN
DAMME et al., 1997), tubérculos (SUSEELAN et al., 2002) e frutos (SAMPIETRO et al.,
2001).

2.5 LECTINAS DE DIOCLEINAE

A subtribo Diocleinae ocorre em grande escala na América Latina, sendo
diferenciada das demais subtribos pela presenca de caracteristicas primitivas, tais como habito
lenhoso ou grosso, flores grandes e a presenga do aminoacido nao-proteinogénico canavanina
(acido L-2-amino-4-guanidinooxibutandico) que ¢ encontrado em muitas leguminosas. A
referida subtribo € composta por 13 géneros (Dioclea, Canavalia, Cymbosema, Cleobulia,
Macropychanthus, Luzonia, Cratylia, Collaea, Galactia, Calopogonium, Herpyzia,
Pachyrhizus e Camptosema), dentre estes, cinco possuem lectinas purificadas de suas
sementes, os quais sdo: Dioclea, Canavalia, Cymbosema, Galactia, Cratylia e Camptosema,
(CAVADA et al., 2001; VARELA et al., 2004).

A grande maioria das lectinas de Diocleinae possuem afinidade primaria a glicose
€ manose, mas apesar dessa caracteristica compartilhada e da proximidade filogenética, essas

proteinas podem apresentar atividades biologicas distintas (CAVADA et al., 2001).

2.6 CARACTERISTICAS GERAIS DO GENERO Camptosema

Segundo Queiroz (1999) Camptosema (Figura 3) ¢ um género neotropical de
trepadeiras herbaceas ou semi-lenhosas, arbustos ou lianas com folhas uni ou trifolioladas,
inflorescéncias pseudoracemosas, flores papiliondides com pétalas vermelhas, androceu

pseudomonadelfo, ovério estipitado e frutos deiscentes, entretanto os limites para este género
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tornaram-se imprecisos devido a transferéncia de algumas espécies que estavam classificadas
em outros géneros, a exemplo, Cratylia e Galactia para o mesmo. Este compreende cerca de
17 espécies, sendo de ocorréncia exclusiva da América do Sul. No Brasil ¢ conhecida a
ocorréncia de 6 espécies e 4 variedades (QUEIROZ, 2012).

Ha poucos estudos sobre as caracteristicas lectinicas do género, contudo ja ¢
sabido que a lectina de Camptosema ellipticum, possui estudos de analise estrutural e
funcional, destacando-se também a sua maior a preferéncia a N-acetil-D-galactosamina e
lactose em detrimento de outros carboidratos (BATISTA et al, 2010). J& a espécie
Camptosema pedicellatum, apresenta estrutura tridimensional elucidada, e em contraponto a
espécie supracitada apresenta maior afinidade a o-metil-D-manopiranosideo ¢ D-manose
corroborando com os estudos reportados para outras lectinas da subtribo Diocleinae
(TEIXEIRA, 2012). Esse fato evidencia que apesar do parentesco filogenético hd uma

heterogeneidade entre as propriedades lectinicas do género.

Figura 3: Flores de Camptosema rubicundum.

Fonte: http://www.ufrgs.br/fitoecologia/florars/open sp.php?img=8057
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3. OBJETIVO
3.1 GERAL

Extrair e caracterizar parcialmente por meio de ensaios fisico-quimicos a lectina das

sementes de Camptosema rubicundum.
3.2 ESPECIFICOS
e Determinar qual a melhor solucdo de extracdo da lectina das sementes de C. rubicundum;
e Determinar o titulo da atividade hemaglutinante;
e Caracterizar a lectina quanto a sua especificidade aos carboidratos;
e Avaliar o perfil de interacdo da lectina com resinas cromatograficas;

e Determinar as caracteristicas fisico-quimicas em func¢ao dos pardmetros como pH e

temperatura.
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4. METODOLOGIA

4.1 PREPARACAO DA FARINHA

Para a preparacdo da farinha, foram utilizadas sementes de Camptosema
rubicundum adquiridas a partir da empresa Sunshine seeds (Alemanha), as mesmas foram
moidas em moinho elétrico para a separacdo do excesso de casca, logo ap6s foram peneiradas

para obtencdo de um po fino, que foi utilizado para a extragdo proteica.

4.2 EXTRACAO PROTEICA

As proteinas soliveis foram extraidas em trés solugcdes de tamponamento
contendo no tampao 1: Tris-HC1 0,1 M pH 7,6 + NaCl 0,15 M; tampao 2: Glicina 0,1 M pH
2,6 + NaCl 0,15 M; tampao 3: Glicina 0,1 M pH 9,0 + NaCl 0,15 M e ainda em solu¢ao salina
de NaCl 0,15 M todos na propor¢ao 1:20 (m/v). Foi pesada uma quantidade de 75 mg de
farinha para 1,5 mL de solugdo de extragdo. Cada solugdo proteica foi colocada em
microtubos eppendorf de 2 mL, que foi submetido a constante agitagdo durante 4 horas em
temperatura ambiente. Em seguida, os diferentes extratos foram centrifugados uma unica vez
a uma velocidade de 1.500 rpm durante 5 minutos. Posteriormente o sobrenadante foi

separado da fracao precipitada, sendo obtido uma fragdo denominada de extrato bruto.

4.3 TRATAMENTO DOS ERITROCITOS

Para os ensaios da atividade hemaglutinante foram utilizadas amostras de sangue
de coelho coletado no Laboratério de Biologia Estrutural ¢ Molecular LaBEM e sangue
humano (ABO) cedidos pelo Centro de Hemoterapia e Hematologia do Maranhdo -
HEMOMAR.

Os sangues coletados foram transferidos para tubo falcon de 15 mL, sendo lavado
com NaCl 0,15 M gelado, sendo centrifugado por 9 vezes a uma velocidade de 1.500 rpm
durante 5 minutos. Em cada lavagem o sobrenadante foi descartado e adicionado NaCl 0,15
M até completar 12 mL. Ao final das lavagens, foi retirada 360 pL do concentrado de
hemécias que em seguida, foi diluido em 12 mL de NaCl 0,15 M, para a obtengdo de
eritrocitos nativos a 3%.

Além dos eritrocitos nativos, foram preparados eritrocitos previamente tratados
com as enzimas tripsina e papaina. Para tanto, foi adicionado 240 uL de tripsina ou papaina

0,5 mg mL™! a 12 mL eritrocito a 3%. A solugdo ficou em repouso por 30 minutos a 4 °C, com
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leves agitagdes no intervalo de 5 minutos. Em seguida, foram realizadas 6 lavagens como
descrito anteriormente, no final foi obtido eritrdcitos a 3% tratados com tripsina e tratados
com papaina que foram conservados em geladeira e utilizados para determinagdo da atividade

hemaglutinante.

4.4 DETERMINACAO DO TiTULO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Foi adicionado em duplicatas nos tubos de ensaios 100 pL de Tris-HCI1 0,1 M pH
7,6, em seguida, 100 pL do extrato bruto e por ultimo 100 pL de eritrdcitos nativos ou
tratados com as enzimas proteoliticas. No controle positivo foi adicionado 100 pL de Tris-
HC1 0,1 M pH 7,6 + 100 pL da solucdo da lectina das sementes de Canavalia brasiliensis
(ConBr) 0,2 mg mL™! + 100 uL dos eritrocitos e para o controle negativo foi adicionado 100
pL de Tris-HCI 0,1 M com pH 7,6 + 100 pL de cada solu¢do utilizada para a obtencdo do
extrato bruto (como descrito no item 4.2) + 100 ul de eritrécitos.

Os ensaios de atividade hemaglutinante seguiram os protocolos realizados através
de diluigdes seriadas em tubos de ensaio (70 mm x 10 mm) segundo o método descrito por
Moreira e Perrone (1977). Através da deteccao dos extratos que aglutinaram os eritrocitos, foi
determinado o titulo da atividade hemaglutinate, desses extratos. Para tanto, foram
adicionados 50 pL de Tris-HC1 0,1 M com pH 7,6, em cada poco de uma placa de micro
titulagdo com fundo “V”, em seguida, 50 pL do extrato bruto foi adicionado ao primeiro pogo
e posteriormente o extrato foi diluido seriadamente. Logo apos, adicionou-se os eritrocitos a
3% em cada pogo seguido de incubag¢do a 37 °C em estufa por 30 min e a temperatura
ambiente por mais 30 minutos.

Para o célculo do titulo da atividade hemaglutinante foi utilizada a seguinte
equacdo: UH = 2"; onde “UH” = unidade hemaglutinante e “n” representa o nimero do ultimo

poco da diluigdo seriada que seria possivel observar a aglutinacdo dos eritrocitos.

4.5 DOSAGEM DE PROTEINAS
O teor de proteinas soliiveis foi determinado através do método descrito por
Bradford (1976), utilizando a proteina soro albumina bovina (BSA) como padrio e

espectrofotometro com absorbancia de 595 nm.

4.6 ESPECIFICIDADE A CARBOIDRATOS
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A especificidade de ligagdo da lectina de Camptosema rubicundum a carboidratos
foi determinada pelo ensaio de inibicdo da atividade hemaglutinante, onde os testes de
inibicdo foram realizados utilizando solugdes de carboidratos e glicoproteinas na
concentragdo de 0,1 M seguindo a adaptacdo do protocolo descrito por Ramos et al. (1996).
Os carboidratos utilizados neste procedimento foram: a-metil-D-manopiranosideo, manose,
D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, L-raminose, D-fucose, D-galactose, a-D-lactose, B-D-
lactose e as glicoproteinas, adenosina, mucina, fetuina.

Em placas de micro-titulacao, foram adicionados em todos os pogos 50 pl de Tris-
HC1 0,1 M pH 7,6, posteriormente 50 pL do carboidrato ou glicoproteina no primeiro poco,
diluindo 3 vezes em cada pogo e passando para o seguinte até o ultimo pogo, que ficou com
100 puL, em seguida, foi adicionado 50 pL do extrato bruto em cada pogo. Passado 1 (uma)
hora, foram adicionados os eritrocitos com o qual a amostra apresentou melhor atividade,
sendo 50 puL em cada pogo até o antepenultimo poco. O resultado da inibi¢do da atividade
hemaglutinante foi definido como a menor concentragio (mM ou mg.mL™!) de carboidratos
e/ou glicoproteinas necessdria para inibir a atividade hemaglutinante (CIM), o qual foi

observado 2 (duas) horas ap6s a adigao dos eritrocitos.

4.7 ENSAIOS COM RESINAS DE AFINIDADE

O extrato bruto das sementes de Camptosema rubicundum foi submetido ao
método cromatografico de afinidade. Nessa etapa, foram testadas diferentes resinas de
afinidade adquiridas comercialmente pela (Sigma Aldrich), tais como, agarose-manose,
agarose-fetuina, sephadex G-50 e G-75. As resinas foram adicionadas em um suporte para
cromatografias ¢ em seguida foram equilibradas com a solu¢dao de extracdo proteica, seguida
da aplicagdo do extrato bruto e remocdo da fracdo ndo retida. Apos a saida da fragdo ndo
retida, foi realizado a eluigdo da fracdo retida na resina com diferentes solugdes, tais como,
glicose 0,2 M, glicina 0,1 M pH 2,6, NaCl 1 M, glicina 0,1 M pH 9,0 e manose 0,1 M.
Durante todo o processo, foram coletados amostras em tubos de ensaio com aliquotas de 1,5
mL e a absorbancia de cada tubo analisado em espectrofotdmetro com absorbancia de 280

nm, utilizando uma cubeta de quartzo de lcm.

4.8 EFEITO DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

O efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante foi determinado através

da incubagdao da amostra da lectina em tubos de ensaio, onde foi realizada o teste de
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hemaglutinacdo a temperatura ambiente (25 °C) e em seguida a amostra foi submetida a
diferentes temperaturas que variaram de 30 °C a 100 °C com intervalos de 10 °C, por 30

minutos.

4.9 EFEITO DO pH SOBRE A ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

O efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante da lectina de sementes de C.
rubicundum foi determinado por meio de testes de atividade hemaglutinante. Logo, as
amostras proteicas foram solubilizadas em NaCl 0,15 M. Em seguida foram incubadas por um
periodo de 30 minutos e a uma temperatura de 37 °C em diferentes solu¢des tampao cujo o pH
variou de 4,0 a 10,0. Posteriormente, foram adicionados os eritrocitos a 3% sendo incubados

novamente para a observagao da atividade hemaglutinante.
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5. RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ESTUDO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

A partir da obtencdo dos extratos brutos das sementes de C. rubicundum em
diferentes solugdes, foi observada a atividade hemaglutinante para todos os extratos com
eritrocitos de coelhos a 3% nativos ¢ tratados enzimaticamente. Quando realizado o titulo da
atividade hemaglutinante, vimos que a lectina apresentou maior atividade hemaglutinante em
eritrocitos com tratamento enzimatico com os 4 extratos brutos (Grafico 1). Além disso,
observamos que o extrato obtido apenas com NaCl 0,15 M apresentou um titulo maior contra
eritrocitos tratados com tripsina (65.536 UH.mL™") em relagio aos demais extratos brutos que
apresentaram titulo de 16.384 UH.mL"! para eritrocitos papainado e 256 ¢ 4.096 UH.mL™"! para

eritrocitos nativos (Grafico 1).

Grafico 1- Titulo da atividade hemaglutinante da lectina de C. rubicundum para eritrocitos de
coelho.
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Acerca do teste da atividade hemaglutinante no sistema ABO, notou-se a presenca
de hemaglutinacdo em ambos os tipos sanguineos (Grafico 2), entretanto a interagdo com o
sangue B revelou apenas um titulo de 2 UH.mL"!, ja para os sangues A e O o titulo foi de 8
UH.mL".

Estes resultados corroboram com os de Cavada et al. (2001), onde a maioria das
lectinas de Diocleinae, entre elas as descritas para as espécies C. ensiformis, C. brasiliensis,
C. maritima e D. violacea apresentam menor afinidade a eritrocitos humanos em relagdo a sua
afinidade aos eritrocitos de coelho.

Ensaios de hemaglutinacdo utilizando a lectina ligante a manose das sementes de
D. reflexa, também mostraram um numero de unidades hemaglutinantes similar ao de C.

rubicundum para eritrocitos humanos (PINTO-JUNIOR et al., 2016).

Grafico 2 - Titulo da atividade hemaglutinante da lectina de C. rubicundum para eritrécitos humanos
no sistema ABO.
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Aliado ao teste da atividade hemaglutinante, foi realizada a dosagem de proteinas
soluveis em cada extrato, afim de identificar qual solucdo apresenta maior eficiéncia na
extracdo da lectina. Os extratos apresentaram concentragdo proteica de 0,308, 0,310, 0,645 e
1,05 mg.mL-1 para NaCl 0,15 M, glicina 0,1 M pH 2,6 + NaCl 0,15 M, tris HCI 25 mM pH
7,6 + NaCl 0,15 M, glicina 0,1 M pH 9,0 + NaCl 0,15 M, respectivamente. A partir desses
dados pode-se perceber que houve uma tendéncia ao aumento de proteinas soliveis conforme

o pH do meio foi se tornando mais basico. Contudo para determinar qual a melhor solugao de
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extracdo da lectina foi calculada a atividade especifica da proteina para cada solu¢ao, onde a
solugdo contendo apenas NaCl, apresentou a maior atividade especifica em relagdo aos
tampoes associados ao NaCl 0,15 M, indicando que o sistema tamponante reduz essa
eficiéncia, além disso, podemos observar que o aumento do pH também estd diretamente
relacionado a ineficiéncia da extra¢do da lectina como observado na reducdo da atividade

especifica como descrito na Tabela 1.

Tabela 1 - Teor de proteinas totais e atividade especifica da lectina de C. rubicundum.

Solucio de Extracao Concentracao Atividade Atividade

(mg.mL')  hemaglutinante especifica

(UH*) (UH.mg™")
NaCl 0,15 M 0,308 65.536 212,77
Glicina 0,1 M pH 2,6 + NaCl 0,15 M 0,310 16.348 52,85
Tris HC125 mM pH 7,6 + NaCl1 0,15 M 0,646 16.348 25,36
Glicina 0,1 M pH 9,0 + NaCl 0,15 M 1,05 16.348 15,60

*Unidade hemaglutinante
** Unidade hemaglutinante por miligrama de proteina

5.2. ESTUDO DA INIBICAO POR ESPECIFICIDADE A CARBOIDRATOS

A atividade lectinica de C. rubicundum foi inibida por a-metil-D-manopiranosideo
(6,25 mM), manose (50 mM) e fetuina (50 mM) em contraponto aos demais carboidratos e
glicoproteinas testados (D-glicose, N-acetil-D-glicosamina, L-raminose, D-fucose, D-
galactose, a-D-lactose, B-D-lactose, adenosina e mucina) que nio inibiram a atividade
hemaglutinante da lectina na concentragdo de 100 Mm (Tabela 2). Estes resultados

demonstram que a lectina de C. rubicundum apresenta caracteristica de hololectinas.
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Tabela 2 - Inibicdo da atividade hemaglutinante de lectinas de sementes de C. rubicundum por
especificidade a carboidratos.

Carboidratos CIM*
Glicose NI
Manose 50 mM
a-metil-D-manopiranosideo 6,25 mM
N-acetil-D-glicosamina NI
L-Raminose NI
D-Fucose NI
D-Galactose NI
a-D-Lactose NI
B-D-Lactose NI
Glicoconjugados

Adenosina NI
Mucina NI
Fetuina 50 mM

*CIM- Concentracao inibitéria minima
NI- Nao inibiu na concentragdo de 100 mM

O fato do extrato bruto contendo a lectina ter apresentado maior afinidade a a-
metil-D-manopiranosideo em relacdo a manose pode estar associado a presenga de um
substituinte hidrofobico no derivado da manose, o que pode ter proporcionado interagdes
adicionais com regioes hidrofobicas do sitio de ligacao da lectina (RAMOS et al., 1996).

Existem na natureza outros compostos capazes de aglutinar hemacias e precipitar
glicoconjugados tais como, taninos, substancias cationicas, alguns lipidios, entre outros, neste
caso apenas a observacdo da hemaglutinagdo ndo pode ser considerada conclusiva para a
deteccdo de lectinas, sendo necessario realizar outros testes de caracteriza¢do, a exemplo a
inibigdo por especificidade a carboidratos (TRINDADE, 2005).

Teixeira (2012) também obteve resultados semelhantes para a lectina de
Camptosema pedicellatum a qual teve sua atividade fortemente inibida por a-metil-D-
manopiranosideo, apresentando também afinidade a glicose. A lectina de D. lasiophylla
apresentou um perfil similar ao de C. rubicundum em relagdo a sua afinidade ao carboidrato
manose ¢ a glicoproteina fetuina (PINTO-JUNIOR et al., 2013). Outras lectinas extraidas de
espécies da subtribo Diocleinae apresentam afinidade a glicose e manose, o que torna essa

propriedade uma caracteristica conservada nas lectinas deste grupo (CAVADA et al., 2001).
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5.3 CROMATOGRAFIAS DE AFINIDADE A RESINAS

Com base nos resultados de especificidade a carboidratos do extrato bruto (tabela
2) foi possivel definir as resinas para os ensaios de cromatografia de afinidade, onde a
primeira a ser testada foi a de agarose-manose. Na qual, observamos que houve uma fraca
interacdo entre a lectina e a resina, com uma absorbancia maxima de (0,045 Abs) quando
eluida com glicina 0,1 M pH 2,6; (0,032 Abs) quando eluida com glicina 0,1 M pH 9,0 e
(0,034 Abs) quando eluida com glicose 0,2 M (Grafico 3). Realizou-se o teste de atividade
hemaglutinante com a fracdo ndo retida na coluna e a mesma apresentou atividade,

subentende-se entdo que a lectina apresenta baixa interagdo com a resina.

Grafico 3 - Cromatografia de afinidade em agarose/manose, eluida com diferentes solucdes.
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A cromatografia de afinidade utilizando a resina de fetuina, também nao foi
eficiente, entretanto revelou uma leve interacdo entre a lectina e a resina, sendo possivel
observar uma baixa absorbancia (0,053 Abs) na fragdo 27 (Grafico 4). A fetuina é uma
glicoproteina que apresenta tanto O- quanto N-glicosilagdes, sendo essas ultimas estruturas

complexas de oligossacarideos (NILSSON et al., 1979).
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Grafico 4 - Cromatografia de afinidade em agarose/fetuina, eluida com glicose 0,2 M
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Sabe-se que geralmente as lectinas ligantes a manose também apresentam
preferéncia a glicose (CAVADA et al., 2001), deste modo foi realizado o ensaio
cromatografico com as resinas sephadex G-50 (Grafico 5) e sephadex G-75 (Grafico 6),
ambas sdo resinas utilizadas em cromatografias de exclusao molecular (PORATH; FLODIN
1959), porém por serem formadas a partir de residuos de dextrano (polissacarideo ligados por
ligacdo al-6), ¢ comumente utilizado em experimentos de purificagcdo de lectinas que
interagem com glicose (POHLEVEN et al., 2012). Porém, ap6s a eluicao com glicose 0,2 M
nao foram obtidos valores de absorbancias significativos. Indicando que a lectina das

sementes de C. rubidundum interage fracamente com essa resina



Grafico 5 - Cromatografia de em gel sephadex G-50, eluida com glicose 0,2 M.

SEPHADEX G-50
0.8 -
0.7 -
Glicose 0.2 M
0.6 -
0.5 -
0.4

0.3 A

Absorbancia 280 nm

v

31

0.0 T T T T T T T T T T T T T T T I T T T T U

1 3 51214161820 222426 28 30 32 34 36 38 40 42 44 46 48 50 52 54 56 58

Fracdes

Grafico 6 - Cromatografia de em gel sephadex G-75, eluida com glicina 0,1 M pH 2,6 e glicose 0,2 M.
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Os resultados apresentaram um perfil antagénico aos descritos para a maioria das

lectinas extraidas das sementes da subtribo Diocleinae, onde grande parcela destas foram

purificadas em resinas de sephadex (CAVADA et al., 2001)

A lectina das sementes de C. pedicellatum foi purificada por cromatografia de

afinidade na coluna de sephadex G-50 (TEXEIRA, 2012). Esse resultado ¢ semelhante ao C.

ellipticum, que ndo foi purificada em resinas do tipo sephadex, sendo que sua purificacdo se

estendeu a outros passos cromatograficos (BATISTA et al., 2010).
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5.4 ESTUDO DA INFLUENCIA DA TEMPERATURA SOBRE A ATIVIDADE
HEMAGLUTINANTE

A lectina de C. rubicundum mostrou-se termoestatica (Grafico 7) mantendo sua
atividade total (65.536 UH.mL') mesmo quando submetida a uma temperatura de 70 °C
durante 30 minutos, atividade esta que comegou a diminuir aos 80 °C (64 UH.mL") e foi
totalmente perdida aos 100 °C.

A dependéncia das lectinas bem como de proteinas no geral aos efeitos da
temperatura estd relacionada com o desnovelamento e consequentemente com a alteracdo da
estrutura secundaria destas, através do processo de desnaturacdo (COELHO et al., 2012). A
lectina das sementes de C. rubicundum, mostrou um perfil mais resistente a temperatura quando
comparado ao perfil apresentado pela lectina ligante a manose extraida das sementes da espécie
Dioclea. reflexa, que teve sua atividade reduzida em mais da metade quando foi submetida a uma

temperatura de 60 °C (PINTO-JUNIOR et al., 2016).

Grafico 7 - Influéncia da temperatura sobre a atividade hemaglutinante da lectina de C. rubicundum.
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5.5 ESTUDO DA INFLUENCIA DO pH SOBRE A ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE
A atividade lectinica também se manteve estavel em uma escala de pH (Gréfico
8), exceto para o pH 4,0 onde foram demostradas apenas 16 UH.mL"! e hemélise nos demais

pocos da placa de microtitulagao.
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Quanto a resisténcia aos efeitos do pH, a lectina das sementes de C. rubibundum,
mostrou maior resisténcia que a lectina de D. reflexa, haja vista que esta Ultima necessita de
meios com pH na faixa do neutro para manter sua atividade total (PINTO-JUNIOR et al.,

2016).

Grafico 8 - Influéncia do pH sobre a atividade hemaglutinante da lectina de C. rubicundum.
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6. CONCLUSAO

O estudo da lectina da espécie C. rubicundum permitiu identificar uma lectina
com a capacidade de reconhecer e aglutinar eritrécitos de coelhos do sistema ABO humano.
Foi possivel detectar a especificidade desta lectina em reconhecer e ligar-se a carboidratos
principalmente com a presenca de metilagdo e a glicoproteinas. A lectina em estudo se
mostrou termoestavel e independente a variacdes de pH. Tais informagdes sdo relevantes,
visto que, ainda ndo hé estudos na literatura relacionados as lectinas extraidas e isoladas de
sementes de C. rubicundum.

O presente trabalho abre perspectivas de estudos mais aprofundados para esta
lectina na busca por mais propriedades fisico-quimicas, elucida¢do das estruturas primadria,
secunddria e terciaria, Além do estudo em iniimeras aplicacdes biologicas, fornecendo dados
relevantes para utilizagdo desta e de outras lectinas vegetais do género Camptosema como

ferramentas biotecnologicas necessarias para a ciéncia.
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