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RESUMO

As lectinas s3o um grupo de proteinas que apresentam como principal caracteristica a
capacidade de estabelecerem ligagdo especifica e reversivel a carboidratos, podendo aglutinar
eritrocitos. Essa propriedade faz delas uma importante ferramenta biotecnolégica, pois sdo
capazes de decifrar o glicocddigo presente nas superficies celulares. As proteinas com
especificidade para carboidratos sdo encontradas de forma ubiqua na natureza, mas com teor
variavel entre os organismos. As sementes de leguminosas, familia Fabaceae, apresentam
abundancia dessas proteinas e atualmente sao as mais bem estudadas. Das trés subfamilias de
Fabaceae, Papilionoideae € a que possui um maior nimero de lectinas isoladas e as mais bem
caracterizadas, quando comparadas com espécies das subfamilias Caesalpinoideae e
Mimosoideae. Nesta ultima, encontra-se o género Parkia, cujas lectinas ja isoladas de algumas
espécies apresentam importantes papéis biologicos. Neste trabalho, o objetivo foi purificar e
caracterizar em relagdo a alguns aspectos fisico-quimicos uma lectina a partir das sementes de
Parkia pendula. O extrato bruto obtido a partir da homogeneizagdo da farinha das sementes
em tampao Tris — HCl 25 mM pH 7,6 com NaCl 150 mM foi aplicado em coluna de
cromatografia de afinidade com matriz agarose-manose. A atividade hemaglutinante foi testada
em eritrocitos de coelho sem tratamento e tratados com enzimas proteoliticas. O ensaio de
inibicdo dessa atividade foi realizado com carboidratos e glicoproteinas. Para determinar a
influéncia do pH e da temperatura sobre a atividade, o ensaio de hemaglutinacao foi realizado
em tampdes com diferentes valores de pH e ap6s aquecimento gradual da amostra. A lectina foi
purificada por etapa unica de cromatografia de afinidade em coluna agarose-manose. Por
analise de eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de dodecil sulfato de sodio, a
proteina apresentou uma banda unica com massa molecular aparente de 45 KDa, semelhante a
outras lectinas do mesmo género. O teste de hemaglutinacao obteve um melhor resultado em
eritrocitos tratados com a enzima tripsina, esse efeito foi inibido por manose, glicose e seus
derivados, especialmente por a-metil-D-manopiranosideo. Os testes de hemaglutinagao sob
variacao das condi¢des de pH e temperatura demonstraram que a lectina € estavel em uma faixa
levemente acida a neutra, entre 5 ¢ 7, e tem sua atividade hemaglutinante inalterada até aos 50
°C. Os resultados alcancados neste trabalho agregam informagdes fisico-quimicas a lectina de
P. pendula e ainda ampliam os estudos relacionados a lectinas da subfamilia Mimosoideae.

Palavras-chave: Aglutininas. Glicocddigo. Mimosoideae. Parkia.



ABSTRACT

Lectins are a group of proteins that have as their main characteristic the ability to
establish specific and reversible binding to carbohydrates, and can agglutinate erythrocytes.
This property makes them an important biotechnological tool, because they are able to decipher
the glycocode present on cell surfaces. Carbohydrate-specific proteins are ubiquitously found
in nature, but their content varies among organisms. The seeds of legumes, family Fabaceae,
have an abundance of these proteins and are currently the best studied. Of the three subfamilies
of Fabaceae, Papilionoideae is the one with the largest number of isolated lectins and the best
characterized, when compared to species of the subfamilies Caesalpinoideae and Mimosoideae.
In the latter, we find the Parkia genus, whose lectins already isolated from some species have
important biological roles. In this work, the objective was to purify and characterize in relation
to some physicochemical aspects a lectin from Parkia pendula seeds. The crude extract
obtained from the homogenization of the seed flour in 25 mM Tris - HCI buffer pH 7.6 with
0.15 M NaCl was applied to an affinity chromatography column with an agarose-mannose
matrix. The hemagglutinating activity was tested on untreated and proteolytic enzyme-treated
rabbit erythrocytes. The inhibition assay of this activity was performed with carbohydrates and
glycoproteins. To determine the influence of pH and temperature on the activity, the
hemagglutination assay was performed in buffers with different pH values and after gradual
heating of the sample. Lectin was purified by single-step agarose-mannose column affinity
chromatography. By polyacrylamide gel electrophoresis analysis in the presence of sodium
dodecyl sulfate, the protein showed a single band with apparent molecular mass of 45 KDa,
similar to other lectins of the same genus. The hemagglutination test obtained a better result in
erythrocytes treated with the enzyme trypsin, this effect was inhibited by mannose, glucose and
their derivatives, especially by a-methyl-D-mannopyranoside. Hemagglutination tests under
varying pH and temperature conditions demonstrated that the lectin is stable in a slightly acidic
to neutral range, between 5 and 7, and has its hemagglutinating activity unchanged up to 50 °C.
The results achieved in this work add physicochemical information to the lectin of P. pendula
and also extend the studies related to lectins of the Mimosoideae subfamily.

Keywords: Agglutinins. Glycocode. Mimosoideae. Parkia.



LISTA DE ILUSTRACOES

Figura 1 — Representacdo da interacdo lectina-carboidrato ...........ccceevvveeviiienniiiiniieineeene 18
Figura 2 - Classificagdo das lectinas vegetais segundo o dominio de reconhecimento a
CATDOTATALO ...ttt et ettt e ettt e ettt e et e e eab e e e eab e e e e nbeeeebteeenneeennneeean 19

Figura 3 — A: llustracdo da interagdo entre lectina e carboidrato da membrana do eritrdcito. B:

Reversibilidade da INtETaga0. .........uuuuuuuuiiiiiiiiiiiii s 20
Figura 4 - Sementes de P. pendula................cccccooviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicc e 24
Figura 5 - Perfil cromatografico da purificagdo da lectina de P. pendula em matriz agarose-
TTMATIOSE ...ttt ettt eee ettt e e ettt e e ettt e e e e ettt e e e aab bt e e e e ab bt e e e e eab bt e e e e a bbbt e e e eaa bttt e e e nb bt e e e e aabbeeeeenateeee 31
Figura 6 - Perfil eletroforético em SDS - PAGE ... 32
Figura 7 - Influéncia do pH sobre a AH da PpeL ... 35
Figura 8 - Influéncia da variagdo de temperatura sobre a AH da PpeL...........ccccceivniinnnnnnn. 35

Quadro 1 - Espécies do género Parkia com lectinas isoladas............cccceeveeeviiiiiiiiieeeeennnns 23



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 - Processo de purificagdo da PpeL........cccceiveeiiiiiiiiiiiiiiieeiieeeeeee e 33

Tabela 2 — Efeito inibitorio de carboidratos e glicoproteinas sob a atividade hemaglutinante da



AH
AHE
CIM
ConA
DNA
DRC
EDTA

kDa

pH
PpeLL
SDS
TEMED
Tris

UH

uL

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Atividade Hemaglutinante

Atividade Hemaglutinante Especifica
Concentra¢ao Inibitoria Minima

Concanavalina A

Deoxyribonucleic Acid (Acido desoxirribonucleico)
Dominio de Reconhecimento a Carboidrato
Ethylenediaminetetraacetic Acid (Acido etilenodiamino tetra-acético)
Forca gravitacional

Kilodalton

Molar

Miligrama

Mililitro

Milimolar

Massa relativa

Massa/volume

Cloreto de s6dio

Nanometro

Polyacrilamide Gel Electrophoresis (Eletroforese em Gel
Poliacrilamida)

Potencial Hidrogenidnico

Lectina de Parkia pendula

Sodium Dodecyl Sulfate (Dodecil Sulfato de S6dio)
N, N, N’°, N’ - Tetrametiletilenodiamina

Tris (hidroximetil) aminometano

Unidades de Hemaglutinagao

Microlitro

de



SUMARIO

1 INTRODUGAO. .......c.oooooiiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee et 13
2 REFERENCIAL TEORICO .........ccocoooiiiiiiiiiiiniieeieeeiee s 15
2.1 AspPectos RIStOTICOS ..........cooouviiiiiiiiiiie i 15
2.2 Caracteristicas e classificacio das lectinas vegetais.................cc.cccoeeeireeenennn.n. 16
2.3  Isolamento de 1ectinas..............coocuiiiiiiiiiiiiiiiiiic e 19
2.4  Lectinas de legUuminosas ...............ccoooiiiiiiiiiiiieiieiiiiiiiieee e e e eeeireree e e e e e e e eeearaeeeas 21
2.5  Lectinas do @€Nero Parkid....................cccceeeeeiuveieeeiiiieeeeeiiieeeesieeeeeeireeeeeneveeeens 23
2.5.1  PATKiQ PENAULA .......ccoooeeeiiiieiiiie ittt e e e 24

3 OBIETIVOS ...t ettt ettt e ettt e et e e st eeateeeenaeeeenneeens 26
31 Geral ..o 26
3.2 ESPECIIICOS ...ttt et e et e e e e enraaa s 26

4 MATERIAL E METODOS ..........coooiiiiiiiiiiiniineiesieeeies s 27
4.1 Procedéncia do material ...................coooiiiiiiiiiiii e 27
4.2  EXtraco de Proteinas ...............ccccceiiiiiiiiiiiiiiiiiiie et e eeeree e e eareee s 27
4.3 Cromatografia de afinidade.......................cccoeeiiiiiiiiiii e, 27
4.4 Eletroforese em SDS-PAGE ...........ccoooiiiiiii e 27
4.5 Quantificaco de Proteinas................ccceeiiiiiiiiiiiieciiee e 28
4.6 Ensaio de atividade hemaglutinante............................cccceiiiiiiiiiiiiiiee e, 28
4.7 Inibicao da atividade hemaglutinante ............................... 29
4.8 Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante da PpeL ................... 29
4.9 Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante da PpeL ................................... 30

5 RESULTADOS EDISCUSSAO..........coooiiioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e 31
5.1 Purificacio da lectina das sementes de P. pendula ..........................ccccoovenee... 31
5.2  Ensaio de hemaglutinaciao e inibiciao por carboidratos .......................cccoccee. 33
5.3 Influéncia da variacao de pH e temperatura sobre a AH da PpeL...................... 34

6 CONCLUSAQ........oiiiiiieiei ettt 37

REFERENCIAS ..o e, 38



13

1 INTRODUCAO

Desde o inicio das primeiras civilizagdes, a natureza tem sido explorada para os mais
diversos fins, entre eles estd a busca por recursos terapéuticos para tratamento e cura de
enfermidades. O reino vegetal é uma prospera fonte desses recursos, seja para uso na medicina
popular, onde eles foram pioneiramente utilizados através de praticas advindas do senso
comum, ou para o desenvolvimento de fArmacos na medicina moderna. Os avancos em estudos
relacionados a fitoquimica permitiram o isolamento de varios compostos bioativos presentes
em plantas, resultados tanto do metabolismo primério quanto secundario (PEREIRA;
CARDOSO, 2012).

Nesse cenario, ganha destaque um grupo heterogéneo de proteinas chamadas lectinas
que, por defini¢do, sdo cadeias polipeptidicas de origem ndo imune com a habilidade de
reconhecer e se ligar especificamente a carboidratos e a glicoconjugados presentes em
superficies celulares. Essa caracteristica torna vidvel diversas funcdes biologicas, que vém
continuamente sendo estudadas e testadas em ensaios com modelos in vivo e in vitro
(PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Com ampla distribui¢dao na natureza, lectinas ja foram isoladas de fungos (FRANCIS et
al., 2011), algas marinhas (BARRE et al., 2019), substancias excretadas por animais (NUNES
et al., 2011) e de varias partes de plantas, de onde elas sdo mais frequentemente isoladas,
principalmente de sementes (SANTOS, A. et al., 2019), que apresentam mais abundancia
dessas proteinas. A propriedade de reconhecer e estabelecer ligacdes com carboidratos e
glicoconjugados de forma reversivel permite o isolamento dessas proteinas a partir da utilizacao
da tradicional técnica de cromatografia de afinidade, que, de forma muito conveniente, explora
essa propriedade ao ser realizada com matriz glicidica na qual a lectina pode interagir e depois
ser liberada por aplicacao de uma solucao eluente (ROMERO et al., 2017).

Dentro do reino Plantae, a familia Fabaceae — pertencente ao grupo das angiospermas —
tem distinta notabilidade em lectinologia pelos varios trabalhos ja publicados com lectinas
isoladas de suas espécies. Esses estudos atribuem as lectinas propriedades anti-helmintica
(BATISTA et al., 2018), anti e nociceptiva (CAVADA et al., 2018; SANTOS, A., et al., 2019;
PIRES et al., 2019), vasorrelaxante (ALVES et al., 2015) pro e anti-inflamatdéria (ROCHA et
al., 2011; SANTOS, A. et al., 2020), contra linhagens de células cancerigenas (GAUTAM et
al., 2020; GONDIM et al., 2017), antibacteriana (COELHO et al., 2018), antifingica (DIAS et
al., 2020) e ainda como agente modulador da atividade de antibidticos convencionais contra

bactérias multirresistentes (SANTOS, V. et al., 2019, 2020; SILVA, R. et al.; 2019).
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A maioria das lectinas isoladas da familia Fabaceae pertence a subfamilia
Papilionioideae, sendo Caesalpiniodeae ¢ Mimosoideae menos estudadas (CAVADA et al,,
2020b). Nesta ultima, encontra-se a espécie Parkia pendula, conhecida popularmente, dentre
outros, por visgueiro e fava de bolota. A lectina de P. pendula ja foi isolada por Coriolano et
al. (2010) e assim como outras lectinas do género Parkia, possui afinidade por manose
(CORIOLANO et al., 2014).

Embora tenha algumas aplicabilidades biologicas ja testadas, ainda ndao havia
importantes informacdes que caracterizam essa proteina em relagdo a alguns aspectos fisico-
quimicos. Sabe-se que as atividades biologicas de proteinas sdo dependentes de varios fatores
do meio, como pH e temperatura, e que eles podem causar mudangas na estrutura nativa da
proteina e levar a perda de atividade. Os ensaios com varia¢ao de temperatura e pH apresentados
neste trabalho tornam conhecidas até que condigdes a lectina de P. pendula mantém sua
atividade hemaglutinante e complementam a caracterizacao parcial ja realizada. Ademais, o
teste de inibi¢do por carboidratos torna conhecidas as concentragdes inibitérias minimas da
hemaglutinacdo provocada pela lectina, o que ¢ essencial para o estabelecimento de futuros
testes de atividades bioldgicas ou para quando se queira comprovar que a atividade realmente

esta relacionada com o sitio de reconhecimento a carboidrato.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Aspectos historicos

O termo lectina, do latim legere, significa “selecionar” e ¢ atualmente utilizado para
nomear um grupo de proteinas que possui ao menos um dominio ndo catalitico que se liga
especifica e reversivelmente a mono ou oligossacarideos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995).
Entretanto, esses nao foram o primeiro nome e defini¢do atribuidos a essas macromoléculas.

No final do século XIX, comegaram a surgir evidéncias de que havia na natureza
proteinas com a capacidade de aglutinar eritrocitos. Em 1860, ja havia relatos da observagao
feita por Silas Weir Mitchell da propriedade hemaglutinante do extrato de veneno de Crotalus
durissus. Credita-se a Peter Herman Stillmark, em sua tese de doutorado apresentada em 1888,
a descricao pioneira de uma hemaglutinina altamente toxica, denominada ricina, isolada das
sementes de mamona (Ricinus communis). Em 1898, Elfstrand introduziu o termo
“hemaglutinina” para designar essas proteinas, também chamadas “fitoaglutininas” por terem
sido encontradas primeiramente em plantas (VAN DAMME; LANNOO; PEUMANS, 2008).

Logo depois, H. Hellin demonstrou a presenga de uma hemaglutinina também toxica, a
abrina, em extratos de feijao jequiriti (Abrus precatorius). At¢ entdo, em decorréncia da
observacao pioneira feita em 1888 por Stillmark, relacionando a toxicidade em extrato de
sementes de mamona a presenga de hemaglutininas, era sustentada a ideia de que todas as
hemaglutininas eram toxicas. Em 1907, Landsteiner ¢ Raubitschek provaram o contrario ao
detectar a presenga das primeiras, de muitas outras, hemaglutininas nao toxicas nas espécies de
leguminosas: Phaseolus vulgaris, Pisum sativum, Lens culinaris € Vicia sativa (VAN DAMME
et al., 1998).

Com a disponibilizagdo comercial das toxinas abrina e ricina, Paul Ehrlich, ganhador do
Nobel de medicina em 1908, empregou-as como modelos de antigenos para estudos em
imunologia, o que o levou a propor vérios dos principios fundamentais dessa area, como a
especificidade da resposta dos anticorpos e a memoria imunologica (SHARON; LIS, 2004).

Em 1919, James Sumner, ganhador do Prémio Nobel em 1946 por cristalizar a enzima
urease, isolou da espécie vegetal Canavalia ensiformes uma proteina hemagutinante
denominada por ele Concanavalina A (ConA), que atualmente ¢ a mais bem caracterizada.
Quase duas décadas depois, em 1936, Sumner e Howell (1936), observaram que ConA, além
de aglutinar eritrocitos, também precipitava glicoconjugados. Mais tarde foi evidenciado por
esses mesmos pesquisadores que essas proteinas tinham especificidade por carboidratos ao se

observar que a sacarose inibia a atividade hemaglutinante de ConA (SHARON; LIS, 2004).
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Somente em 1954, depois das descobertas independentes de Renkonen (1948) e Boyd e
Reguera (1949) de que algumas hemaglutininas selecionavam grupos sanguineos especificos,
o termo lectina foi introduzido por Boyd e Shapleigh. No entanto, o fato dessas proteinas
também aglutinarem outras células fez com que elas fossem chamadas aglutininas, termo que,
juntamente com hemaglutininas, ¢ utilizado como sindnimo do mais comum, lectinas
(SHARON; LIS, 2004; VAN DAMME et al., 1998).

Duas grandes descobertas, na década de 1960, atribuiram importantes fungdes as
lectinas. A primeira, por Peter C. Nowell, tornou conhecida a capacidade da hemaglutinina de
Phaseolus vulgaris estimular mitoses em linfocitos, o que foi de grande impacto para a
imunologia porque até o momento pensava-se que essas células eram incapazes de se dividir.
A segunda, por Joseph C. Aub, evidenciou a capacidade da lectina de gérmen de trigo de
aglutinar células cancerigenas; subsequentemente outras lectinas apresentaram a mesma
propriedade, e estudos recentes tém corroborado com essas descobertas pioneiras (BUTHIA et
al., 2019; SHARON; LIS, 2004; ZENG et al., 2018).

Em 1972, com a analise estrutural da ConA, foi possivel identificar a interag¢ao e definir
o sitio de ligagdo a carboidratos. Os sitios de ligacdo sdo representados por depressdes na
superficie de segmentos limitados da cadeia polipeptidica ¢ sdo denominados Dominio de
Reconhecimento a Carboidrato (DRC). O reconhecimento e a ligacdo com carboidratos sao
resultado da interacdo de residuos de aminoacidos desses sitios com hidroxilas presentes nos

acucares (VAN DAMME et al., 2008).

2.2 Caracteristicas e classificacio das lectinas vegetais

Assim como o DNA, sendo o nosso banco de dados genéticos, guarda e transmite
informagdes para a producao de proteinas, o que envolve um processo de tradugdo da
“linguagem” de nucleotideos para aminodcidos, ou seja, uma transmissao de informagdes
através de codigos, também os carboidratos presentes na membrana plasmatica constituem um
codigo. Esse glicocodigo, como ¢ chamado, pode ser facilmente acessado pelas lectinas, que
representam um grupo de biomoléculas que detém, quase exclusivamente, a capacidade de
reconhecer e se ligar a glicoconjugados presentes na superficie celular de microrganismos
(GABIUS et al., 2011).

Essa propriedade especial atribuida a essas proteinas tem despertado o interesse de
pesquisadores ha anos, impulsionando estudos que evidenciam importantes fungdes

desempenhadas por elas, como para detec¢do de mudangas que ocorrem em superficies
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celulares durante processos fisiologicos e patologicos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995;
SHARON; LIS, 2004).

As lectinas ocorrem de forma ubiqua na natureza, desde microrganismos até seres
complexos (LAKHTIN; LAKHTIN; ALYOSHKIN, 2011). Contudo, o reino Plantae lidera em
numero de espécies com lectinas isoladas, podendo ser encontradas em raizes (SOUZA et al.,
2011), cascas (COSTA et al., 2018), tubérculos (FENG et al., 2018), folhas (CAMPOS et al.,
2016), e em sementes (SANTOS, A. et al., 2019), de onde sdo mais frequentemente isoladas.

A presenca dessas macromoléculas em Orgdos de estocagem sugere que elas sio um
meio pelo qual as plantas acumulam parte de sua reserva de nitrogénio. Essa € uma explicagdo
que busca justificar o proposito da sintese dessas proteinas pelas plantas, o que ainda ndo esta
tao claro. As hipoteses mais fortemente sustentadas até agora atribuem a elas papel de defesa
contra virus, bactérias, fungos e insetos (LAM; NG, 2011; PEUMANS; VAN DAMME, 1995).

Essas fungdes, assim como outras ja relatadas, estdo diretamente relacionadas a
interagdao que ocorre no DRC (Figura 1), a qual ¢ sustentada por pontes de hidrogénio em um
mecanismo tipo chave — fechadura muito semelhante ao que ocorre com as enzimas em seu
substrato, mas, diferentemente, nas lectinas ndo ocorre alteragao conformacional do sitio de
ligacdo, o que pode acontecer em enzimas, como indica a teoria do encaixe induzido. Nessa
intera¢ao ha deslocamento de moléculas de dgua com o estabelecimento de novas pontes de
hidrogénio. Essas pontes, for¢as de Van der Waals e interagdes hidrofobicas sdo dominantes na
estabilidade da ligacdo, que também pode contar com a presenca de pontes dissulfeto
(KENNEDY et al., 1995). Em muitas dessas macromoléculas ocorre dependéncia de ions
metalicos para desempenho de atividade biologica. Os ions estabilizam a conformagdo da

proteina, favorecendo a ligacdo (PUSTZAI, 1991).
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Figura 1 — Representacdo da interacdo lectina-carboidrato

-

Carboidrato

Ponte de
hidrogénio

e Interacoes
“7 hidrofébicas

Fonte: Adaptado de SILVA, C. et al. (2012). Ilustrac@o da interag@o especifica lectina-carboidrato. As esferas de
cor laranja representam o carboidrato, que se liga ao dominio de reconhecimento a carboidrato — DRC. Essa ligacdo
¢ sustentada por pontes de hidrogénio e interacdes hidrofobicas, que, na figura, estdo representados,
respectivamente, pelas estruturas em lilas e vermelho.

O fato de ligarem-se especificamente a mono ou oligossacarideos de forma reversivel
nao faz das lectinas um grupo homogéneo. Elas possuem diversas caracteristicas que as
particularizam e fazem com que sejam agrupadas sob determinadas classifica¢des. A partir do
dominio de ligacao a carboidratos, Van Damme et al. (1998) classificaram as lectinas em quatro
grupos (Figura 2):

Merolectinas: quando possuem um unico DRC, o que as faz ser monovalentes e,
consequentemente, incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar eritrocitos. Exemplo:
heveina, uma pequena proteina ligante a quitina presente no latex da espécie Hevea brasiliensis;
Hololectinas: sdao multi ou divalentes, interagindo com carboidratos iguais ou similares,
diferentemente das merolectinas, podem precipitar glicoconjugados e aglutinar células. A
maioria das lectinas de plantas pertence a essa classe, por exemplo, a ConA.

Quimerolectinas: sdo proteinas que possuem um sitio associado a um outro dominio ou
atividade biologica diferente, independentemente do dominio de ligacdo ao carboidrato.
Exemplos: Ricina, que ¢ uma proteina inativadora de ribossomo (RIP tipo 2) e a segunda lectina
isolada de Parkia platycephala, chamada PPL-2, que possui, além do sitio de ligacdo a

carboidrato, um dominio catalitico endoquitinasico (CAVADA et al., 2006);
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Superlectinas: possuem, assim como as hololectinas, ao menos dois sitios de ligacdo a
carboidratos, mas esses dominios ndo sdo iguais e também ndo sdo similares, o que os
possibilita reconhecer carboidratos estrutural e funcionalmente diferentes. Exemplo: lectina do

bulbo da tulipa, que reconhece manose ¢ N-acetil-galactosamina.

Figura 2 - Classificagdo das lectinas vegetais segundo o dominio de reconhecimento a
carboidrato

Merolectinas Hololectinas

' -ﬁ Carboidrato O 2 ‘

ok
'{ " Carboidrato

Quimerolectinas _
.’b a Carboidrato
\

Carboidrato

y
‘.‘ Ribozsomo inativando
\ dominio

- Superlectinas

(/ Deminio catalitico Carboidrato x b
Carbordrato ~ | .
< o \ ‘ Carboidrato y

Fonte: Adaptado de BEZERRA (2009). Representacdo esquematica das quatro classes de lectinas — merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas - de acordo com o dominio de reconhecimento a carboidrato. As
cadeias polipeptidicas estdo representadas pelas estruturas arredondadas, a cavidade nessas estruturas representa o
dominio de reconhecimento a carboidrato ou sitio catalitico, no caso das quimerolectinas.

2.3 Isolamento de lectinas

O passo inicial para a detec¢do de lectinas em um extrato da-se pela avaliagdo de sua
capacidade de aglutinar eritrocitos ou precipitar glicoconjugados (Figura 3). Em placas de
microtitulacdo ou tubos de ensaio uma quantidade de extrato ¢ diluida seriadamente em um
tampao e, em seguida, adiciona-se uma solu¢do contendo eritrécitos do sistema ABO humano
ou de outros animais, nativos (sem tratamento) ou tratados com enzimas proteoliticas

(MOREIRA et al., 1991).
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Depois de detectada a presenca de lectina, ¢ essencial determinar a especificidade por
mono ou oligossacarideos através de ensaios de inibi¢do por carboidratos. Nesses ensaios, antes
dos eritrocitos serem adicionados, carboidratos diluidos seriadamente em um tampao ficam
incubados com o extrato proteico por um tempo em que eles podem interagir. Havendo

interagdo entre a lectina e o carboidrato duluido, a hemaglutinagdo ¢ inibida (SANTOS, 2018).

Figura 3 — A: Ilustracdo da interagdo entre lectina e carboidrato da membrana do eritrocito. B:
Reversibilidade da interagao

Bezema,R.F. Bezerma,R.F.

Lectina Eritrécito

Fonte: BEZERRA (2009). Os eritrocitos estdo representados pelas esferas vermelhas, os carboidratos da
membrana do eritrdcito estdo representados pela estrutura em azul, a lectina, pela estrutura de coloragdo amarela
e o carboidrato competidor, pelas pequenas esferas de cor laranja.

Para representar quantitativamente a atividade hemaglutinante utiliza-se a poténcia 2",
em que “n” representa o nimero de pocos da placa no qual a diluigdo seriada foi capaz de
aglutinar eritrécitos; o resultado ¢ expresso em UH (Unidades de Hemaglutinagao). Da mesma
forma obtém-se o valor de CIM (Concentracdo Inibitdria Minima) para o ensaio de inibi¢do por
carboidratos, em que se considera o numero do ultimo pogo com menor concentracao do
glicidio ainda capaz de inibir atividade hemaglutinante (MOREIRA et al., 1991; SANTOS,
2018).

Até 1970, apenas poucas hemaglutininas haviam sido isoladas, principalmente de
plantas, o impulso na purifica¢do dessas biomoléculas s6 aconteceu com o advento da técnica
que atualmente ainda ¢ a mais utilizada, a cromatografia de afinidade, que explora a propriedade
de ligacdo a carboidratos dessas proteinas (KENNEDY, 1995; SHARON; LIS, 2004).

Em uma coluna, a matriz com o agtcar pelo qual a lectina tem afinidade constitui a fase

estacionaria e as solugdes de eluicdo constituem a fase movel. Os ligantes mais utilizados para

compor a matriz sdo mono ou dissacarideos, pelos quais as lectinas se ligam mais fracamente,
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sendo facilitada sua liberacao da coluna através de elui¢do competitiva. As lectinas podem ser
eluidas também por solugdes em condi¢cdes de pH extremo e forga idnica. Outras técnicas que
podem ser utilizadas combinadas ou ndo com a cromatografia de afinidade sdo precipitagdo por
sulfato de amonio, cromatografia de troca i6nica e filtragdo em gel. Lectinas imobilizadas em
colunas também podem servir como matriz cromatografica, o que as tornam ferramentas uteis
para estudos em glicoprotedmica (ROMERO et al., 2017). Essas técnicas possibilitaram um
grande avan¢o em lectinologia, sendo etapas bdasicas para estudos de caracterizacdo fisico-
quimica, cristalizacdo e avaliacao de atividades biologicas dessas proteinas (VAN DAMME et

al., 1998).

2.4 Lectinas de leguminosas

Como ja mencionado, a maioria dos estudos com lectinas concentra-se no reino Plantae.
Dentro do grupo das angiospermas, a familia Fabaceae, também conhecida por Leguminosae,
destaca-se pelo numero de lectinas isoladas de suas espécies. De grande importancia
econOmica, ficando atras apenas de Poaceae, ela ¢ a terceira maior em niimero de espécies,
depois de Asteraceae e Orchidaceae, com aproximadamente 19 500 espécies agrupadas em
cerca de 770 géneros. De distribui¢ao cosmopolita, os frutos dessa familia sdo bastante
conhecidos por fazer parte da alimentagdo popular, entre outros: feijdo comum (Phaseolus
vulgaris), amendoim (Arachis hypogaea), lentilha (Lens esculenta), ervilha (Pisum sativum) e
soja (Glycine max) (LPWG, 2017).

A tradicional divisdo de Fabaceae em trés subfamilias, Caesalpinioideae; Mimosoideae;
e Papilionoideae, tem sido alvo de questionamentos, principalmente em relacdo ao
monofiletismo de Caesalpinioidae. Recentemente, um grupo de pesquisadores em filogenia de
leguminosas propds uma divisdo em seis subfamilias, sendo elas: Cercidoideae; Detarioideae;
Duparquetioideae; Dialioidae; Caesalpinioideae, incluindo o clado Mimosoideae e
Papilionoideae (LPWG, 2017). Nessa revisdo, serd considerada a divisdo tradicional, para
melhor discussdo em relag@o aos trabalhos publicados em lectinologia.

Das trés subfamilias, a que apresenta um maior nimero de lectinas isoladas ¢
Papilionioideae, especialmente as da subtribo Phaseolae, seguida por Caesalpinioideae
(CAVADA et al., 2020b). Da primeira, estudos estruturais com hemaglutininas ligantes a
manose do género Dioclea permitem interpretar como proteinas homologas com o mesmo sitio
de reconhecimento a carboidratos e arranjos quaterndrios idénticos podem exibir atividades

biologicas diferentes ou similares, mas com niveis variados de poténcia e eficécia.
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Dioclea sclerocarpa  (BARROSO-NETO, et al., 2016), Dioclea lasiocarpa
(NASCIMENTO et al., 2016), Dioclea reflexa (PINTO-JUNIOR et al., 2017), Dioclea violacea
e Dioclea rostrata (BEZERRA et al., 2013) possuem potencial vasorrelaxante associado com
o dominio lectinico e 6xido nitrico, no entanto, minimas mudancgas nas cadeias polipeptidicas
em aminoacidos chaves, mudangas entre as formas diméricas e tetraméricas de lectinas em
solugdo, assim como a influéncia de pH, alteram a conformagao e o volume do DRC, resultando
em niveis diferentes de vasorrelaxamento, isso corrobora o fato de que, ndo obstante as
semelhangas estruturais, essas proteinas diferem na expressao funcional.

Viérios estudos tém sido levantados por grupos de pesquisa, mundialmente, na busca das
possiveis aplicagdes das lectinas de leguminosas em diferentes areas como em biologia celular
e molecular, imunologia, farmacologia ¢ medicina. Um outro exemplo de aplicacdo das
propriedades dessas proteinas estd no seu uso como agente em terap€utica com linhagem de
células cancerigenas. Geralmente, essas cé€lulas sofrem alteragdes em glicosilagdes em
comparacao com cé¢lulas normais, e essas alteracdes podem ser detectadas por lectinas, que
também podem atuar no mecanismo de apoptose celular (BUTHIA et al., 2019; GAUTAM et
al.; 2020; LAGARDA-DIAZ; GUZMAN-PARTIDA; VAZQUEZ-MORENO, 2017).

Outros potenciais biotecnologicos de lectinas podem ser analisados nas recentes
publicagdes de trabalhos com a espécie Machaerium acutifolium. Pertencente a subfamilia
Papilionoideae, ela tem uma lectina ligante a manose que possui atividade antinociceptiva via
receptor TRPV1 (SANTOS, A. et al, 2019); também inibe resposta inflamatéria através de
modulacao de citocina (SANTOS, A. et al., 2020), e, além disso, possui atividade antifingica
por alterar a integridade da membrana celular e induzir a produgdo de espécies reativas de
oxigénio em Candida parapsilosis (DIAS et al., 2020).

De acordo com andlises filogenéticas baseadas em marcadores moleculares, a
subfamilia Mimosoideae ¢ dividida em trés tribos: Mimoseae, Acaciae e Ingeae, apresentando
cerca de 3 271 espécies distribuidas em 83 géneros, sendo a segunda maior em nimero de
taxons. Entretanto, os estudos em lectinologia voltados para Mimosoideae ainda sdo pouco
representativos quantitativamente, embora algumas das lectinas isoladas tenham tido relevantes
efeitos quando testadas em ensaios biologicos. (CAVADA et al., 2020b; LPWG, 2013;
OLIVEIRA, 2015).

Santi-Gadelha et al. (2012) avaliaram o efeito bacteriostatico da lectina de Acacia
farnesiana (tribo Acaciae) contra cepas gram-negativas e gram-positivas, sendo que para este
ultimo grupo o resultado foi mais expressivo, além disso, ela interfere no desenvolvimento de

nematodeos, o que lhe confere potencial como agente fitopatogénico. Estudos por docking
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molecular dessa proteina mostraram que ela também possui atividade anti-inflamatoria que,
diferentemente de outras lectinas com essa mesma propriedade, estd relacionada a um sitio

independente do de reconhecimento a carboidratos (ABRANTES et al., 2013).

2.5 Lectinas do género Parkia

Pertencente a familia Fabaceae, o género Parkia engloba varias espécies vegetais de
potencial econdmico. De ocorréncia pantropical, pode ser encontrado em solo brasileiro
naturalmente nos estados das regides Norte e Nordeste, no Distrito Federal, Goias, Mato Grosso
e no Espirito Santo (FLORA DO BRASIL, 2020). Desde sua descri¢ao, em 1826, por Robert
Brown, o género sofreu varias reorganizagdes dentro da subfamilia Mimosoideae, sendo que
atualmente ¢ incluido na tribo Mimoseae. Considerado monofilético de acordo com dados
moleculares, esse género possui como sinapomorfia morfologica a presenca de um calice
cilindrico com lobos desiguais de prefloracao imbricada (OLIVEIRA, 2015).

Algumas lectinas de espécies desse género ja foram isoladas e parcialmente
caraterizadas (Quadro 1) e estudos mais recentes evidenciam que elas sdo importantes

ferramentas biotecnologicas.

Quadro 1 - Espécies do género Parkia com lectinas isoladas

Espécies Referéncias
P. platycephala GRANGEIRO et al. (1990)
P. speciosa SUVACHITTANONT; PEUTPAIBOON (1992)
P. javanica UTARABHAND; AKKAYANONT (1995)
P. discolor CAVADA et al. (2000)
P. biglandulosa KAUR et al. (2005)
P. roxburghii KAUR et al. (2005)
P. pendula CORIOLANO et al. (2010)
P. biglobosa SILVA et al. (2013)
P. panurensis CAVADA et al. (2020a)

Fonte: Elaborado pela autora

A lectina extraida das sementes de P. platycephala (PPL) mostrou-se eficaz no controle
de parasitas gastrointestinais ao inibir o desenvolvimento de Haemonchus contortus, além de

ser uma promissora aliada em terapias com antibidticos aminoglicosideos, pois aumenta a
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atividade de gentamicina contra bactérias multirresistentes (SILVA, R. et al, 2019). A
hemaglutinina de P. biglobosa (PBL) possui importante atividade anti-inflamatéria associada a
mobilizacdo de leucocitos e também atividade antinociceptiva associada a dor inflamatoria

(SILVA, H. et al., 2013).

2.5.1 Parkia pendula

Parkia pendula, espécie cujas sementes (Figura 4) foram utilizadas neste trabalho, ¢
conhecida na nomenclatura vernacular, entre outros, por: fava de bolota, angelim, faveira e
visgueiro, este ultimo em referéncia a uma substancia viscosa, chamada goma de visgueiro ou
resina que prende suas sementes as vagens quando o fruto estd seco. Piechowski e Gottsberger
(2009) associaram a caracteristica pegajosa da goma, como uma cola natural, a uma armadilha
potencial para vertebrados. Tendo sido registrada a morte de um lagarto depois de ficar preso
na resina da vagem de P. pendula.

A goma das sementes de P. pendula ja foi magnetizada e aplicada como matriz para
imobilizagao covalente de ConA e, posteriormente, como matriz de afinidade para o
reconhecimento da glicoproteina fetuina de soro bovino. Os resultados desse estudo permitiram
concluir que a combinagdo da goma das sementes com a lectina pode ser aplicada para
purificagdo por afinidade, permitindo uma facil recuperagdo por campo magnético (REGO et

al., 2014).

Figura 4 - Sementes de P. pendula

h\!||‘I|II“IlI|||II:;.‘|HI]I|I3||lIlI]I|I‘HI\I||Ilglllll|lllé”l|l||l\

Fonte: Autora do trabalho
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A lectina de P. pendula (PpeL) ja foi isolada e purificada através de um protocolo de
purificacdo estabelecido por Coriolano et al. (2010). PpeL também ja foi cristalizada
(LOMBARDI et al.,, 1998) e alguns dos potenciais bioldgicos dessa proteina ja foram
demostrados em estudos in vitro e in vivo. Como marcador histoquimico, PpeLL mostrou ser
uma util ferramenta para a caracterizacdo de tumor meningotelial e para diagndstico clinico
patolégico (BELTRAO et al., 2003). A lectina também apresentou efeitos contra a infectividade
por citomegalovirus humano, o que a torna uma forte candidata para estudos posteriores de
desenvolvimento de drogas antivirais (FAVACHO et al., 2007). Coriolano et al. (2014)
obtiveram resultados positivos ao avaliar a atividade da PpeL no tratamento de lesdes cutaneas
em camundongos saudiveis e imunossuprimidos. Recentemente, Carneiro et al. (2020)
elucidaram a estrutura primaria da lectina e avaliaram a sua atividade leishmanicida em testes
in vitro. Os resultados foram positivos, sendo o efeito associado a interacdo no DRC da proteina
com os glicanos do parasita. Além disso, o estudo pretérito de Coriolano et al. (2010) concluiu,
ao avaliar o efeito de EDTA sobre a lectina, que ela nio possui dependéncia aos ions Mn™ e

Ca™? para efetivar sua atividade.
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3 OBJETIVOS
3.1 Geral

Purificar e caracterizar uma lectina ligante a manose das sementes de P. pendula

(Willd.) Benth. ex Walp.

3.2 Especificos

e Extrair as proteinas das sementes de P. pendula;

e Estabelecer um novo protocolo de purificagcdo por cromatografia de afinidade;
e Auvaliar o perfil eletroforético através de SDS—-PAGE;

e Analisar a atividade hemaglutinante e a inibi¢ao por carboidratos;

e Avaliar a influéncia da variacdo de temperatura e pH sobre a atividade hemaglutinante

da PpeL.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Procedéncia do material

As sementes utilizadas nessa pesquisa foram coletadas no quilombo Piqui da Rampa,
no municipio de Vargem Grande - MA. A colecdo de sementes foi registrada no SISGEN
(Sistema Nacional de Gestao do Patrimonio Genético e do Conhecimento Tradicional Aplicado,
ID: AFSE1DD). Os eritrocitos de coelho foram obtidos na Universidade Federal do Maranhao

e os reagentes quimicos, da Sigma-Aldrich.

4.2 Extracio de proteinas

Sementes de P. pendula foram lavadas com agua para a retirada da resina que as prende
a vagem e colocadas para secar em temperatura ambiente. Posteriormente, foram moidas em
moinho elétrico de café e peneiradas até a obtencao de um material finamente pulverizado,
denominado farinha. A extragdo proteica foi realizada a partir dessa farinha na proporcao 1:10
(m/v), utilizando o tampao Tris-HCI 25 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM. A solucdo foi
mantida em agitacdo constante durante 4 horas a temperatura ambiente, ao término, foi
centrifugada em uma velocidade de 4000 g por 5 minutos. O sobrenadante obtido, denominado
extrato bruto, foi separado da porcao precipitada, filtrado em filtro de papel e utilizado logo em

seguida.

4.3 Cromatografia de afinidade

Para isolamento da lectina, foi empregada a tradicional técnica de cromatografia de
afinidade. O extrato bruto foi aplicado em coluna agarose/manose previamente equilibrada com
Tris-HC1 25 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM. As proteinas que ndo se ligaram a matriz
glicidica, e compdem o que se chama PI (pico 1), foram dessorvidas com o tampao de equilibrio.
As proteinas de interesse (PII - pico 2), foram eluidas com glicina 100 mM pH 2,6. O PII foi
coletado manualmente em fracdes de 1,5 mL, sendo sua concentragdo monitorada no
espectrofotometro a 280 nm. Todo o material ativo coletado foi dialisado contra d4gua destilada,

liofilizado e armazenado para uso subsequente.

4.4 Eletroforese em SDS-PAGE
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Para acompanhar o processo de purificacdo e analisar a massa molecular aparente, foi
realizada eletroforese em gel de poliacrilamida na presen¢a de dodecil sulfato de sdédio (SDS-
PAGE) (LAEMMLI, 1970).

O gel de separagao (12,5%) constituiu-se de 2,65 mL de agua destilada; 750 pL de Tris
3 M; 2,5 mL de acrilamida/bisacrilamida; 60 pL de SDS; 30 pL de persulfato de aménio (100
mg.mL™") e 10 pL de TEMED. Para o gel de empilhamento (4%) foram utilizados 2,1 mL de
agua; 380 puL de Tris 1 M; 500 pL de acrilamida/bisacrilamida; 30 uL de SDS; 30 uL de
persulfato de aménio e 3 pL de TEMED. As seguintes proteinas foram utilizadas como
marcadores de massa molecular: fosforilase B, 97 kDa; albumina sérica bovina, 66 kDa;
desidrogenase glutamica, 55 kDa; ovalbumina, 45 kDa; gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase,
36 kDa; anidrase carbdnica, 29 kDa; tripsinogénio, 24 kDa; inibidor de tripsina, 20 kDa e a-
lactoalbumina, 14,2 kDa. Em um dos pocos fo1 adicionado o extrato bruto e em outro a amostra
proveniente do pico II da cromatografia de afinidade. Apds a eletroforese, os géis de SDS-
PAGE foram corados com azul brilhante de Coomassie® (R-350) e depois descorados com

agua destilada aquecida.

4.5 Quantificacao de proteinas

Com o objetivo de determinar a quantidade de proteinas soliveis no extrato bruto e na
amostra pura, foi utilizado o classico método de Bradford (1976), que usa albumina sérica
bovina (BSA) como padrdo. Nele, quando em pH &cido, o corante anidonico Coomassie® Blue
forma um complexo com proteinas que contenham aminoacidos basicos e/ou aromaticos. A
interagdo entre a proteina e o corante acarreta na alteragao do comprimento de onda de absorgao
maxima do corante (465 nm — corante livre) para 595 nm (corante complexado a proteina).

Em duplicata, adicionou-se 2,5 mL de reagente de Bradford em 100 pL de extrato bruto
e amostra pura, solubilizada em Tris-HC1 13 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM, diluidos. A
absorbancia média, monitorada no espectrofotometro a 595 nm, foi aplicada em uma equacao
de curva padrio baseada em concentragdes conhecidas de BSA. Antes da leitura, o
espectrofotometro foi equilibrado com o “branco”, uma solugdo contendo 100 puL do tampao
Tris-HCl 25 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM e 2,5 mL do reagente de Bradford,

solubilizados no agitador por 5 minutos e, em seguida, deixados em repouso.

4.6 Ensaio de atividade hemaglutinante



29

A avaliagdo da atividade hemaglutinante da lectina foi realizada como descrito por
Santos, A. et al. (2019), utilizando eritrdcitos de coelho nativos (sem tratamento) e tratados com
as enzimas proteoliticas tripsina e papaina. O tratamento consistiu na adicdo de 240 pL de
tripsina ou papaina 0,5 mg.mL™ em 12 mL de eritrocitos com NaCl 150 mM. Essa solugio foi
homogeneizada e deixada em repouso por 30 minutos. Posteriormente, foi centrifugada por 5
minutos a 4000 g, tendo o sobrenadante descartado e o volume de 12 mL completado com NaCl
150 mM. Esse procedimento de lavagem foi repetido 6 vezes.

Em placas de microtitula¢do (12 x 8), foram adicionados 50 pL do tampao Tris-HCI 25
mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM, em seguida, foram adicionados 50 pL. da amostra diluidos
seriadamente, ou seja, o conteudo do primeiro pogo (100 pL) foi homogeneizado trés vezes por
pipetagem e 50 uL foram passados para o pogo seguinte e este processo foirepetido até o tltimo
poco, onde ficaram 100 pL, em seguida, foram adicionados 50 pL da solugdo de eritrdcitos de
coelho a 3% até o penultimo pogo. O titulo da atividade hemaglutinante foi determinado como

a maior dilui¢ao ainda capaz de provocar hemaglutinagdo apds uma incubacao de 60 minutos.

4.7 Inibicao da atividade hemaglutinante

O ensaio de inibi¢do por carboidratos e glicoconjugados da lectina de P. pendula foi
conduzido conforme descrito por Santos, A. et al. (2019). Foram conduzidos testes em placas
de microtitulagao (12 x 8), utilizando os seguintes carboidratos na concentracao de 100 mM:
D-glicose, D-galactose, D-manose, L-ramnose, D-fucose, N-acetil-D-glicosamina, a-metil-D-
manopiranosideo, a-lactose, f-lactose. Foram utilizadas também as glicoproteinas fetuina e
mucina na concentragio de 2 mg.mL™!. Em duplicata, foram adicionados 50 uL do tampdo Tris-
HCI1 25 mM pH 7,6 contendo NaCl 150 mM nos pocgos da placa, seguidos por 50 puL do
carboidrato ou glicoproteina diluidos seriadamente, em seguida, foram adicionados 50 pL da
amostra até o pentltimo poco. Depois de uma hora de incubagado, foram adicionados 50 pL de
eritrocitos de coelho a 3% até o pentiltimo poco. O titulo de inibi¢do da hemaglutinagdo foi
registrado como a maior dilui¢do capaz de inibir a aglutinagdo produzida, apds uma incubagdo

de 60 minutos.

4.8 Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante da PpeL

Para avaliar o efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante da proteina, foram

realizados testes em placas de microtitulacdo com eritrécitos de coelho a 3% em NaCl 150 mM,
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tratados com a enzima tripsina. Foi utilizado esse tipo de tratamento no sangue porque testes
prévios de hemaglutinacdo revelaram um melhor titulo da atividade com ele. As enzimas
proteoliticas como a tripsina atuam clivando certas proteinas da membrana celular dos
eritrocitos, expondo os carboidratos do glicocalice, o que permite que as lectinas tenham um
maior acesso a esses, aumentando os titulos de hemaglutinagao.

Primeiramente, foi realizado teste de hemaglutinagdo em temperatura ambiente. Logo
apods, a amostra contendo a lectina foi incubada por 30 minutos a 30 °C iniciais e depois foi
submetida a variagdes de 10 °C em banho-maria, com o mesmo tempo de incubacao inicial, até

que o ensaio de hemaglutinagao revelasse perda de atividade.

4.9 Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante da PpeL

Para medir a influéncia do pH foi feito o titulo da atividade hemaglutinante da PpeL em
placas de microtitulagdo com os seguintes tampdes (100 mM) contendo NaCl 150 mM: acetato
de sodio pH 4,0 e 5,0; fosfato de sédio pH 6,0 e 7,0; Tris-HCI pH 8,0 e glicina pH 9,0 ¢ 10,0.
Foram diluidos seriadamente 50 pL da amostra em cada tampao e, por ultimo, adicionados 50
pL de solucao contendo eritrocitos de coelho a 3% em NaCl 150 mM, tratados com a enzima

tripsina.



31

5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 Purificacio da lectina das sementes de P. pendula

O extrato bruto contendo proteinas soliveis a partir da farinha das sementes da espécie
P. pendula foi obtido através da homogeneizacao em solugdo tampao, um método comumente
utilizado em quimica de proteinas. O sobrenadante foi aplicado em uma coluna de matriz
agarose-manose. A fra¢do ndo retida foi eluida com Tris HCI 25 mM pH 7,6 contendo NaCl
150 mM e a fragdo ativa, eluida com glicina 100 mM pH 2,6, com acompanhamento da
absorbancia no espectrofotometro a 280 nm, sendo esse o tnico passo cromatografico realizado.
As curvas de PI e PII podem ser observadas na figura 5.

Com excecao das lectinas de P. platycephala e P. discolor, todas as outras isoladas do
género Parkia, tiveram mais de um método de purificagdo, envolvendo precipitagao por sulfato

de amonio e/ou cromatografia de troca idnica (vide referéncias no Quadro 1 da pagina 23).

Figura 5 - Perfil cromatografico da purificagdo da lectina de P. pendula em matriz agarose-
manose
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O perfil eletroforético da Ppel. em SDS-PAGE (figura 6) revelou a presenca de uma

banda tinica de aproximadamente 45 KDa, confirmando a pureza da proteina. Com exce¢do das
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lectinas de P. biglandulosa e P. roxburghii que sao heterotetrameras e P. javanica e P. speciosa
que sdo heterodimeras, todas as outras lectinas de Parkia apresentam um perfil de banda unica
variando de 45 KDa a 58 KDa. PpeL tém perfil de massa molecular aparente muito semelhante

a P. panurensis e P. biglobosa (CAVADA et al., 2020b).

Figura 6 - Perfil eletroforético em SDS - PAGE

Mr
97 KDa
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45 KDa

36 KDa
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1- Marcador de Massa Molecular: fosforilase B, 97 kDa; albumina sérica bovina, 66 kDa; desidrogenase glutamica,
55 kDa; ovalbumina, 45 kDa; gliceraldeido-3-fosfato desidrogenase, 36 kDa; anidrase carbonica, 29 kDa;
tripsinogénio, 24 kDa; inibidor de tripsina, 20 kDa e a-lactoalbumina 14,2 kDa; 2- extrato bruto; 3- PpeL.

A quantificagdo pelo método de Bradford (1976) permitiu avaliar a concentragdo de
proteinas tanto no extrato bruto quanto na fracdo pos-cromatografia, esse valor, associado com
o obtido pelo ensaio de hemaglutinagdo em solugdo contendo eritrdcitos tratados
enzimaticamente, evidenciou que o processo de purificacdo em agarose-manose proporcionou

um grau de pureza de cerca de 71 vezes, como pode ser observado na tabela 1.
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Tabela 1 - Processo de purificagdo da PpeL

~ Proteina 2 AHE Fator de
Fracao mgmL)!  UHMLY gime)  Purificacio®
Extrato bruto 1,434 64 44,6 1
PII agarose- 0.322 1024 3.180 713

manose

— Concentragdo de proteinas obtida pelo método de Bradford (1976)
— Atividade hemaglutinante em eritrocitos de coelho tratados com tripsina
— Atividade hemaglutinante especifica obtida pela divisdo de UH por concentragdo de proteinas

1
2
3
4 _ Fator de Purificagdo obtido pela divisdo da AHE de PII agarose-manose pela AHE do extrato bruto

5.2 Ensaio de hemaglutinacao e inibicao por carboidratos

O ensaio de hemaglutinagdo realizado com sangue sem tratamento e tratado com as
enzimas proteoliticas papaina e tripsina revelou um maior titulo de hemaglutinagao para a Ppel
com sangue tratado com essa ultima enzima, portanto, sangue tripsinado foi utilizado nos testes
subsequentes. O ensaio de inibi¢do por carboidratos e glicoproteinas da PpelL mostrou que a
atividade foi totalmente inibida por D-glicose e N-acetil-D-glicosamina na mesma concentragao
(50 mM), e por D-manose e a-metil-D-manopiranosideo, nenhum dos outros carboidratos (100
mM) e também as glicoproteinas (2 mg.mL™) fetuina e mucina inibiram a atividade
hemaglutinante nas concentragdes testadas. Como estd apresentado na tabela 2, a lectina possui
uma afinidade duas vezes maior pelo derivado de manose, a-metil-D-manopiranosideo - inibiu
na concentracao de 12,5 mM.

De forma similar a outras lectinas de Parkia, PpeL apresentou maior afinidade a manose
em comparac¢do com a glicose, isso pode ser devido a posi¢do axial da hidroxila no C2 da
manose, enquanto na glicose ela ocupa uma posi¢do equatorial, como apontado por Cavada et
al. (2020a) no estudo com P. panurensis. Além disso, a preferéncia pelo derivado a-metil-D-
manopiranosideo indica que um substituinte mais hidrofébico no C-1 favorece a interagdo com
regides hidrofobicas do DRC da lectina.

Outras lectinas de leguminosas ligantes & manose e pertencentes a outras subfamilias
compartilham esse mesmo perfil de especificidade. Lectinas isoladas de Machaerium

acutifolium (SANTOS, A. et al., 2019) e Canavalia villosa (LOSSIO et al., 2017) apresentaram
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resultados para CIM nas propor¢des idénticas a PpelL. Centrolobium microchaete
(VASCONCELOS et al., 2015) e Canavalia virosa (OSTERNE et al., 2017) apresentaram
pequenas mudancas em relagdo as proporgdes, mas em todas a especificidade ¢ maior para a-

metil-D-manopiranosideo.

Tabela 2 — Efeito inibitdrio de carboidratos e glicoproteinas sob a atividade hemaglutinante da
PpeL

Carboidratos CIM* (mM)
D-glicose 50
D-galactose NI**
D-manose 25
L-ramnose NI
D-fucose NI
N-acetil-D-glicosamina 50
a-metil-D-manopiranosideo 12.5
a-lactose NI
[S-lactose NI
Glicoproteinas CIM (mg.mL™)
Fetuina NI
Mucina NI

* Concentracio Inibitoria Minima
*% N30 inibiu na concentragdo de 100 mM para carboidratos e 2 mg.mL™! para glicoproteinas

5.3 Influéncia da variaciao de pH e temperatura sobre a AH da PpeL

A lectina de P. pendula apresentou melhor atividade entre pH levemente acido a neutro,

entre 5,0 e 7,0 tendo reducgdo de 75% em pH 8,0 e 9,0 (figura 7).
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Figura 7 - Influéncia do pH sobre a AH da PpeL.
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A proteina também apresentou razoavel termoestabilidade, mantendo sua atividade

inalterada até 50 °C e perdendo-a totalmente a 60 °C (figura 8).

Figura 8 - Influéncia da variagdo de temperatura sobre a AH da PpeL
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Esses resultados vao ao encontro dos ja reportados para lectinas do género Parkia, que
desempenham atividade maxima em torno do pH neutro e s3o altamente sensiveis a
temperaturas igual ou superior a 50 °C, a exemplo de P. panurensis (CAVADA et al., 2020a),
que perde metade de sua atividade nesse valor térmico, além de P. javanica (UTARABHAND;

AKKAYANONT, 1995), P. biglandulosa (KAUR et al., 2005) e P. roxburghii (KAUR et al.,
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2005), que perderam metade da atividade a 55 °C. De modo geral, nenhuma possui capacidade
de hemaglutinagdo a 70 °C.

O perfil fisico-quimico da PpeL ¢ semelhante ao de outras lectinas de leguminosas
ligantes & manose. As lectinas de Canavalia villosa (LOSSIO et al., 2017) e Dioclea reflexa
(PINTO-JUNIOR et al., 2016) também tém como pH Otimo a faixa entre 5,0 e 7,0. As
hemaglutininas isoladas de Centrolobium microchaete (VASCONCELOS et al., 2015) e
Machaerium acutifolium (SANTOS, A. et al., 2019) tém a atividade bruscamente reduzida a 60
°C. A maioria das lectinas de leguminosas raramente ultrapassa os 80 °C, o que pode ocorrer
excepcionalmente, como na segunda lectina isolada de Dioclea lasiophylla (CAVADA et al.,
2020c), especifica para a-lactose/N-acetil-galactosamina, em que a atividade maxima ¢ mantida

até 90 °C e em pH basico, de 8,0 a 10,0.
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6 CONCLUSAO

Uma lectina especifica para manose/glicose das sementes de P. pendula (PpeL) foi
purificada através de um protocolo otimizado e reprodutivel. A massa molecular aparente foi
observada em SDS-PAGE, apresentando uma banda tnica, e o calculo da atividade especifica
da proteina mostrou um alto grau de pureza, o que confirma a eficiéncia do novo processo de
purificagdo. As caracteristicas fisico-quimicas da PpelL foram determinadas, tornando
conhecidas as minimas concentragdes de carboidratos que inibem a atividade hemaglutinante.
A lectina mostrou ser estavel em uma faixa de pH levemente acida a neutra, e relativamente
termoestavel. Os resultados foram muito semelhantes aos obtidos para outras lectinas ligantes
a manose congéneres ou nao. Eles ampliam os estudos com lectinas da subfamilia
Mimosoideae, e servem de base para outras pesquisas em relagdo as atividades que a lectina de

P. pendula pode exercer.
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