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RESUMO

Lectinas sao proteinas ubiquas na natureza, de origem ndo imune, que possuem ao
menos um dominio ndo catalitico que se liga de forma especifica e reversivel a
carboidratos. Em vegetais estdo distribuidas em folhas, caules e sementes. A tribo
Dalbergieae apresenta lectinas que mostram especificidade por diferentes
carboidratos e apresentam atividades biologicas diversas como inducdo de edema
em pata de rato, liberagdo de mediadores quimiotaticos por macréfagos, atividade
vasorelaxante em aortas de ratos, dentre outras. Este trabalho teve como objetivo
isolar, purificar e caracterizar fisico-quimicamente uma lectina presente em
sementes de Andira pisonis (tribo Dalbergieae). Sementes de Andira pisonis foram
trituradas até obtencgé&o de fino p6 e as proteinas totais foram extraidas em sulfato de
amoénio 1M. As proteinas sollveis foram submetidas a atividade hemaglutinante,
quantificacdo pelo método de Bradford e ensaios de inibicAo da atividade
hemaglutinante. A lectina de sementes de Andira pisonis (APL) foi purificada através
de cromatografia de afinidade em matriz de Sepharose-Manose, eluida em tampéo
glicina 0,1M pH 2,6 com NaCl 0,15M. A fracdo eluida foi dialisada contra agua
destilada, liofilizada e submetida a cromatografia de troca ibnica em HiTrap SP XL
01. APL foi eluida com tampao acetato de s6dio 20mM pH 4,5 em gradiente de NaCl
0-1M. APL hemaglutinou eritrécitos de coelho (tratados enzimaticamente), assim
como outras lectinas da tribo Dalbergieae e apresentou especificidade por manose
(25mM). Analise em PAGE-SDS mostrou que APL € composta por uma banda de 34
kDA e uma dupla banda de 8 e 9 kDA. APL apresentou termoestabilidade até 60°C.
Sao necessarios mais estudos de caracterizagdo fisico-quimica para melhor

caracterizar esta proteina.

Palavras-chave: Lectinas vegetal, Purificagdo, Andira pisonis Mart.



ABSTRACT

Lectins are ubiquitous proteins in nature, of non-immune origin, which have at least
one non-catalytic domain that binds carbohydrates specifically and reversibly. They
can be found in vegetables leaves, stems and seeds. The Dalbergieae tribe has
lectins which have specificity for different carbohydrates and also have several
biological activities such as induction of rat paw edema, release of chemotactic
mediators by macrophages, vasorelaxant effect in rat aortas, and others. This study
aimed to isolate, purify and physiochemically characterize a lectin found in seeds of
Andira pisonis (Dalbergieae tribe). Andira pisonis seeds were ground into a fine
powder and subjected to total protein extraction in 1 M ammonium sulfate. Soluble
proteins were subjected to hemagglutination activity, quantification by the Bradford
method and essays of hemagglutination inibition activity by sugar. The lectin from
Andira pisonis (APL) was purified by affinity chromatography on Sepharose-
Mannose matrix eluted in 0.1 M glycine buffer pH 2.6 with 0.15 M NaCl. The eluted
fraction was dialyzed against distilled water, lyophilized and subjected to ion
exchange chromatography on HiTrap SP XL 01. APL was eluted on 20 mM sodium
acetate buffer pH 4.5 gradient of 0-1M NaCl. APL hemagglutinated rabbit
erythrocytes (enzymatically treated) and other lectins from the tribe Dalbergieae and
showed specificity for mannose (25 mM). SDS-PAGE analysis showed that APL is
composed of a major 34 kDa double band and a minor 8 and 9 kDa double band.
APL showed thermostability at 60° C. Further studies are required in order to better

physicochemically characterize this protein.

Key words: Plant lectins, Purification, Andira pisonis.
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1.1 Lectinas - Histérico

No final do século XIX surgiram varias evidéncias de que algumas
proteinas apresentavam capacidade de aglutinar eritrocitos. Essas proteinas
eram encontradas em sua maioria em plantas e por essas caracteristicas foram
chamadas de hemaglutininas ou fitohemaglutininas. Os primeiros relatos de
que se tem conhecimento foram feitos por Peter Hermann Stillmark em sua
tese de doutoramento na Universidade de Dorpat, na Estonia, intitulada “Uber
Ricin ein giftiges Ferment aus den Samen von Ricinus communis L. und einigen
anderen Euphorbiaceen”. Em sua tese, Stillmark estudou a toxicidade de
sementes de mamona (Ricinus communis), isolou a hemaglutinina altamente
toxica e nomeou-a de ricina (SHARON; LIS, 2003).

Em seguida, H. Hellin também isolou uma hemaglutinina altamente
toxica de sementes de jequiriti (Abrus precatorius) e nomeou-a abrina. Essas
hemaglutininas foram utilizadas por Paul Ehrlich como modelo de antigeno
para estudos imunoldgicos (TEIXEIRA et al., 2012).

Karl Landsteiner trabalhando juntamente com Raubitschek na
Universidade de Viena demonstrou que a atividade hemaglutinante relativa de
extratos de sementes variava dependendo da espécie animal do qual provinha
0 sangue. Assim, em 1900 descobriu-se os grupos sanguineos A, B e O. Esses
estudos corroboram com as observacdes de Stillmark acerca da seletividade
de aglutinacéo de eritrocitos de animais mediadas por lectinas (SHARON; LIS,
2003).

Em 1919, James B. Sumner da Universidade de Cornell, em Nova
York isolou pela primeira vez uma hemaglutinina de feijdo de porco (Canavalia
ensiformis) e nomeou-a Concanavalina A. Em 1926, ele ganhou Prémio Nobel
de Quimica por ser o primeiro a cristalizar uma proteina, a urease. Em 1936,
Sumner e Howell demonstraram que a Concanavalina A aglutinava eritrocitos e
leveduras e precipitava glicogénio de solugbes. Também demonstraram que
esta hemaglutinacdo era inibida por sacarose, demonstrando pela primeira vez
a especificidade de lectinas por acucar (SHARON; LIS, 2003, 2004).

No final da década de 1940, William C. Boyd juntamente com R. M.

Reguera e, independentemente, Karl O. Renkonen realizaram estudos
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demonstrando a especificidade de aglutininas de alguns extratos para os
antigenos dos grupos sanguineos humanos. Para isso, investigaram muitas
variedades de plantas de diversas familias e géneros. Em 1975, Olavi Makela
estudante de Renkonen realizou um estudo com extratos de sementes de
Leguminosas (743 espécies e 165 géneros) e encontrou atividade
hemaglutinante em mais de um terco delas. Nesse periodo, George W. G. Bird
descobriu uma aglutinina em amendoim (Arachis hypogaea) denominada PNA
(Peanut Agglutinin) especifica para antigeno T. O fato dessas aglutininas de
plantas distinguirem entre os tipos sanguineos levou Boyd e Elizabeth Shapley,
em 1954, a nomear essas proteinas de lectinas, do Latim, legere, que significa
“selecionar” ou “escolher” (SHARON; LIS, 2003).

Em 1960, Peter C. Nowell observou que a lectina de Phaseolus
vulgaris (PHA) induziu atividade mitogénica de linfocitos. Este fato teve um
grande impacto nos estudos de imunologia, pois até entdo os linfécitos eram
considerados células que ndo poderiam se dividir nem se diferenciar
(SHARON; LIS, 2003, 2004).

Em 1972, Sharon & Lis ampliaram a definicdo de lectinas para incluir
todas as proteinas ligantes a acucar, aglutinante de células, de origem nao
imune, quer de planta, animais ou microorganismos (SHARON; LIS, 2003).

1.2 Lectinas — Definicao

De acordo com a primeira definicdo, a qual foi baseada na
especificidade por agucar e inibicdo da reacdo de aglutinacdo, lectinas séo
proteinas ligantes a carboidratos de origem ndo imune que aglutinam células
ou precipitam glicoconjugados (GOLDSTEIN et al.,, 1980). Esta definicdo é
falha do ponto de vista que exclui proteinas que n&o possuem multiplos
dominios de ligacéo a carboidrato.

Em 1983, Kocourek e Horejsi propuseram que a definicdo de
lectinas abrangesse as toxinas, com baixa atividade aglutinante e que
possuissem cadeia lectinica genuina, como ricina e abrina (as quais foram

erroneamente consideradas como monovalentes). No entanto, esta definigéo
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também era restrita, pois observou-se que algumas lectinas possuiam um
segundo tipo de sitio que interagia com outras moléculas diferentes de
carboidratos.

Em 1988, Barondes prop6s uma definicAo de lectinas como
proteinas ligantes a carboidratos excluindo desta classe anticorpos e enzimas.
Essa definicdo excluiria enzimas como Proteinas Inativadoras de Ribossomos
(RIPs) do tipo Il e as quitinases classe | que possuem dominio de ligacdo a
carboidratos e dominio catalitico. Assim, a definicdo ndo poderia excluir todas
as enzimas.

Em 1995, Peumans e Van Damme definiram lectinas vegetais como
todas as proteinas de plantas que possuem pelo menos um dominio nao
catalitico com ligacao reversivel e especifica a mono ou oligossacarideos. Esta
definicdo, que € muito menos restritiva do que todas as definicbes anteriores e
compreende uma grande variedade de proteinas com diferentes propriedades
de aglutinacdo e/ou precipitacdo de glicoconjugados (VANDAMME et al.,
1998).

1.3 Lectinas — Classificacao de Lectinas Vegetais

Diferencas em aspectos diversos como estrutura molecular,
propriedades bioquimicas e especificidade de ligacdo a carboidratos estdo
presentes em lectinas vegetais sendo consideradas como grupo complexo e
heterogéneo de proteinas. Uma subdivisdo de lectinas em merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas foi proposta por Peumans e Van Damme (1995),
e superlectinas, proposta por Van Damme et al. (1998). Essa classificacdo de
lectinas vegetais teve como base a estrutura geral de lectinas maduras em
relacdo ao processamento pos-traducional.

Merolectinas consistem em um Gnico dominio de ligacdo a
carboidrato, portanto sdo monovalentes entdo n&o podem precipitar
glicoconjugados e células. Heveina, uma lectina isolada do latex da seringueira
(Hevea brasiliensis) que se liga a quitina € um exemplo desta divisdo de
lectinas (VAN PARIJS et al., 1991) (FIGURA 1).
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Hololectinas possuem pelo menos dois dominios idénticos de
ligacdo a carboidratos similares. A maioria das lectinas vegetais pertence a
esta divisdo de lectinas (PEUMANS; VAN DAMME, 1995) (FIGURA 1).

Quimerolectinas apresentam um ou mais dominios de ligacdo a
carboidratos e outro dominio independente do dominio de ligacdo a
carboidrato, com atividade enzimatica, por exemplo (FIGURA 1). Dependendo
do numero de sitios de ligagbes a carboidrato, as quimerolectinas podem
comportar-se como merolectinas ou hololectinas. RIP tipo Il possuem dois
dominios de ligacdo a carboidratos comportando-se como hololectinas.
Quitinases vegetais classe | possuem um unico dominio de ligacdo a quitina e
nao precipitam glicoconjugados ou aglutinam células (PEUMANS et al., 1995).

Superlectinas possuem pelo menos dois dominios de ligacdo a
carboidratos, entretanto, ao contrario das hololectinas, os dominios de ligacéo
a carboidratos reconhecem acUcares estruturalmente ndo relacionados
(FIGURA 1). Como exemplo a lectina do bulbo da tulipa TxLC-I que consiste
em dominios ligantes a manose e a GalNAc néo relacionados (VAN DAMME et
al., 2006).

Em 1998, Van Damme e colaboradores classificaram lectinas
vegetais de acordo com suas rela¢des evolucionarias propostas com base nas
relacbes sorolégicas ou similaridades de sequéncia (ou ambos). Esta
subdivisdo inclui sete familias de lectinas denominadas de Lectinas de
Leguminosas; Lectinas de Monocotileddneas Ligantes a Manose; Lectinas
Ligantes a Quitina Contendo Dominios Heveinicos; Proteinas Inativadoras de
Ribossomos Tipo Il (RIP tipo-2); Lectinas Relacionadas a Jacalina; Lectinas de

Floema de Curcubitaceae e Lectinas de Amaranthaceae.
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Figura 1 - Classificacdo estrutural de lectinas de plantas em Merolectinas,
Hololectinas, Quimerolectinas e Superlectinas.

Merolectina Hololectina Quimerolectina Superlectina

Lectina de Parkia platycephala
(PPL-2)

@ - W W
- O e

Dominio de reccnhecimento a carboidrato

A
Banana lectin

Heveina

Fonte: Adaptado de PEUMANS; VAN DAMME, 1998.

1.4 Distribuicdo de Lectinas na Natureza e no Reino  Vegetal

Lectinas estdo presentes em todas as classes e familias de
organismos, sendo encontradas em virus (GERMAIN et al., 2011), bactérias
(KOUKI et al., 2011), algas (NAGANO et al., 2005), fungos (KHAN; KHAN,
2011), plantas (PEREIRA JUNIOR et al., 2012) e animais (MOURA et al.,
2006). A distribuicio no organismo varia dependendo do estagio de
desenvolvimento, idade e condi¢Bes patologicas (SHARON; LIS, 2003).

A ocorréncia de lectinas em diferentes organismos reflete uma
ampliacdo das possibilidades de estudos de isolamento e caracterizacéo
dessas moléculas, do seu mecanismo de interacdo com carboidratos e do seu
papel biolégico intra e intercelular (NOBRE, 2012).
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1.5 Lectinas de Leguminosas

Lectinas de Leguminosas constituem uma ampla familia de
taxoproteinas intimamente relacionadas, encontradas exclusivamente em
representantes da familia Leguminosae (Fabaceae), sendo a familia de lectinas
vegetais mais bem estudada (SHARON; LIS, 1990).

Dezenas de lectinas de leguminosas ja foram isoladas e
caracterizadas de diferentes espécies e diversos grupos taxonémicos (VAN
DAMME et al., 1998). S&o principalmente extraidas de sementes, constituindo
de 1 a 10% do total de proteinas solluveis, embora algumas espécies possam
apresentar concentracdes acima de 50%, ou abaixo de 0,1% do total de
proteinas soluveis presentes nas sementes (SHARON; LIS, 1990; VAN
DAMME et al, 1998).

Além das sementes, lectinas sdo também encontradas em outros
tipos de tecidos vegetais como raizes, caule, folhas e frutos. Os niveis variam e
exibem mudancas sazonais, sendo geralmente baixo em sementes, mas pode
ser maior que 30% das proteinas totais do tecido (SHARON; LIS, 2003).

A maioria dos tecidos contém uma Unica lectina, mas podem ser
encontradas duas ou mais, mesmo com diferentes especificidades e outras
propriedades diferentes. Ainda podem ser encontradas isoformas ou isolectinas
que tem estrutura molecular similar, mas podem diferir quanto a especificidade
ou propriedades fisicas como carga elétrica (SHARON; LIS, 2003).

Quanto a biossintese, sabe-se que algumas dessas lectinas sao
sintetizadas no reticulo endoplasmatico na forma de pré-pro-lectinas.
Estruturalmente elas possuem um peptideo sinal de 20 a 30 residuos de
aminoacidos da regido N-terminal, duas cadeias peptidicas (B e y), uma cadeia
intermediaria glicosilada (no reticulo endoplasmatico-RE) e um peptideo sinal
na regido C-terminal. Apos a clivagem do peptideo sinal localizado na regido N-
terminal, a pré-pro-proteina passa por um novo processamento proteolitico no
complexo de Golgi, onde uma endopeptidase é responsavel pela remoc¢édo do
peptideo sinal na regido C-terminal e da cadeia intermediaria, tornando-se

deglicosilada e funcionalmente ativa. As cadeias 3 e y sdo entéo religadas em
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uma posicao invertida em relacdo ao precursor, formando a cadeia «
(CARRINGTON; AUFFRET; HANKE, 1985) (FIGURA 2).

Outro exemplo de processamento pos-traducional foi encontrado na
lectina de sementes de Vatairea macrocarpa (espécie representante da tribo
Dalbergieae) e descrito por Calvete e colaboradores (1998).

A cadeia o sofre uma clivagem pelo rompimento da ponte de
hidrogénio entre asparagina-114 e lisina-115. Essa clivagem é diretamente
dependente da deglicosilacdo do residuo de asparagina-111. A partir dessa
clivagem sdo gerados os fragmentos y (N-terminal deglicosilado) e B (C-
terminal glicosilado). O fragmento beta pode sofrer ainda uma deglicosilagdo no
residuo asparagina-183 seguido de processamento N- e C-terminal, gerando
isoformas. Esses fragmentos sao reunidos por ligagbes nao covalentes
(CALVETE et al., 1998).

Lectinas de leguminosas sao geralmente compostas de 2 ou 4
monomeros, iguais ou diferentes com massa molecular em torno de 25 a 30
kDa, unidos por ligacdes de hidrogénio, intera¢cdes hidrofébicas e eletrostaticas.
A oligomerizacdo dessas cadeias forma estrutura dimérica (forma dimeros
candnicos) e tetramérica (pela unido destes dimeros). Cada mondmero
apresenta um unico sitio de ligacdo a carboidratos e um sitio de ligagédo a ions
metalicos, podendo ainda apresentar um ou dois oligossacarideos N-ligados.
Entretanto, algumas lectinas possuem subunidades formadas por 2 cadeias
polipeptidicas, entre elas as lectinas da tribo Vicieae, géneros Pisum, Vicia,
Lathyrus, e Lens. Estas lectinas sdo dimeros formados por duas subunidades
iguais e cada subunidade é constituida de uma cadeia a (5 a 7 kDa) e uma
(15 a 19 kDa) mantidas por ligagbes ndo-covalentes (SHARON; LIS, 1989).
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Figura 2 - Modificacbes poOs-traducionais durante a biossintese da
Concanavalina A (ConA).

g 'Y -
P o Ny
Glico-pro- cG
ConA ==
(119)
N (119)
N
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c

" Glicosilagio
Subunidade p

< Peptidio Cterminal n Subunidadey c N (1)

Subun.a:
—_— Lectina Madura

~—— RegidoInterna

<3 Subunidadea
-Peptidiosinal U
Fonte: Adaptado de CARRINGTON, 1985. Suméario dos eventos de processamento
convertendo a pro-concanavalina A glicosilada (pré-pro-conA) em lectina madura.
Extremidades amino e carboxi terminal da lectina madura estdo indicados por N e C,
respectivamente, e 0 nUmero em parénteses refere -se a residuos da concanavalina A madura.
Durante o processamento na planta, a pro-proteina glicosilada inativa é deglicosilada
resultando no surgimento da atividade de ligacdo a carboidrato. A acdo de uma endopeptidase
gue cliva o nonapeptidio carboxiterminal e o espagador da deglicosilagdo estd mostrado em
verde e amarelo, respectivamente. Residuos 118 e 119 sao ligados enzimaticamente. Splicing

entdo resulta em uma transposicao do arranjo linear dos dominios protéicos y e . RE: reticulo
endoplasmatico, CG: complexo de golgi, V: vacuolo.

A resolucéo de estruturas tridimensionais de lectinas de leguminosas
tem mostrado que cada subunidade é constituida de cerca de 60% de fitas-
beta antiparalelas arranjadas em duas ou mais folhas beta interconectadas por
voltas, mais conhecido como enovelamento do tipo “B-sanduiche”. Para todas
as lectinas de leguminosas conhecidas, a estrutura terciaria é constituida de
duas folhas-B anti-paralelas, uma com seis fitas 3 (atras) e outra com sete fitas
B (frente), conectadas por uma outra folha-p de 5 fitas (superior), gerando o
conhecido motivo "jellyroll’, também referido como "lectin fold". (SRINIVASAN
et al., 1996; HAMELRYCK et al., 1998). Tais folhas apresentam-se conectadas
por alcas (loops) que variam de tamanho dentre as diferentes lectinas. Tal
estrutura assemelha-se a um sanduiche e é estabilizada pela presenca de dois
nucleos hidrofébicos (BANERJEE et al., 1996).
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O sitio de ligacdo a carboidratos esta localizado no lado cdéncavo do
B-sanduiche, formado pela folha-B frontal curva, ao lado dos sitios de ligacéo a
metais. Esse sitio de reconhecimento a carboidratos € formado por diversos
loops com diferentes graus de variabilidade (SHARMA; SUROLIA, 1997). As
conformacdes desses loops sédo determinadas pela presenca na estrutura de
ions de metais de transicdo, no caso o calcio e 0 manganés, cuja auséncia
resulta em instabilidade local e na perda da capacidade de ligar-se a
carboidratos (LORIS et al., 2004).

Além dos dominios de ligagdo a carboidratos, esse grupo de
proteinas pode apresentar sitios especificos que reconhecem metabdlitos
secundarios, fitohormdnios e aminoacidos nao-proteicos, sendo que esses
podem estar diretamente relacionados a mecanismos de defesa da planta
contra a acdo de patdégenos, no processo de germinacdo da semente, dentre
outros (DELATORRE et al., 2007).

Algumas lectinas de leguminosas, como as lectinas extraidas de
espécies da subtribo Diocleinae, exibem uma oligomerizacdo dependente de
pH, onde a proporcéo entre proteinas no estado dimérico e tetramérico pode
ser alterada de acordo com pH da solucdo (CALVETE et al., 1999; NAGANO et
al., 2008). A alteracdo desse equilibrio dimero/tetramero dependente de pH
pode influenciar diretamente nas atividades biologicas dessas lectinas, pelo
fato dessas proteinas serem capazes de se ligar aos receptores
glicoconjugados da superficie das membranas com uma maior afinidade
guando na forma tetramérica (DELATORRE et al., 2006).

Outras lectinas de diferentes partes vegetais existem como uma
complexa mistura de isoformas, como por exemplo, as lectinas de Robinia
pseudoacacia (VAN DAMME et al., 1995), Acacia constricta (GUZMAN-
PARTIDA et al.,, 2004) e de Amaranthus leucocarpus (HERNANDEZ et al.,
2001) e lectinas do género Erythrina (BONNEIL et al., 2004). A presenca de
isoformas tem alto impacto sobre a funcéo bioldgica de lectinas, e a existéncia
de vérias isoformas poderiam oferecer uma estratégia alternativa ou uma
adaptacdo evolutiva para compensar a baixa especificidade (BENEVIDES,
2011).
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1.6 Lectinas de Papilionoideae

A familia Leguminosae é constituida por cerca de 720 géneros e
18.000 espécies (WOJCIECHOWSKI, 2003), sendo a maior familia de
angiospermas. Esta familia € subdividida em trés subfamilias: Papilionoideae,
Caesalpinoideae e Mimosoideae. Muitas das lectinas de leguminosas
estudadas sédo da subfamilia Papilionoideae, enquanto que lectinas estudadas
das outras subfamilias sdo mais escassas (MANN et al., 2001).

A subfamilia Papilionoideae constitui a maior subfamilia (estimado
em 483 géneros e 13.800 espécies), sendo representada por 28 subtribos. No
Brasil contamos com 88 géneros e 180 espécies nativas (BARROSO et al.,
1991; LEWIS et al., 2005).

A tribo Dalbergieae, inserida na subfamilia Papilionoideae,
compreende 48 géneros e cerca de 1.200 espécies (CAMARGO, 2005). Apesar
do grande numero de espécies descritas, destas, poucas lectinas foram
isoladas.

A tabela abaixo (TABELA 1) ilustra lectinas isoladas da Tribo
Dalbergieae bem como sua especificidade por carboidratos.

A lectina isolada da semente de Vatairea macrocarpa (VML) possui
massa de 122 a 135 kDa (resultado obtido com ultracentrifugacdo) (cadeia a
dupla de 32-34 kDa e duas bandas menores de 22 kDa e 13 kDa, B e v,
respectivamente (CALVETE et al., 1998). Mostrou especificidade por
galactose/N-Acetil-galactosamina e aglutinou fortemente eritrocitos de porco
seguido pelo de coelho (CAVADA et al., 1998) e é especifico para antigeno Tn
(DAM et al., 2007). Quanto as atividades bioldgicas, VML foi capaz de induzir
edema em pata de rato com infiltracdo de leucoécitos (ALENCAR et al., 2004),
liberacdo de mediadores quimiotaticos por macréfagos (ALENCAR et al.,
2007), aumenta a resisténcia vascular renal, taxa de filtracdo glomerular e fluxo
urinario (MARTINS et al.,, 2005), migracdo de neutrofilos in vivo por
mecanismo indireto (ALENCAR et al., 2003).
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Tabela 1 - Lectinas da tribo Dalbergiae e especificidade por agucar.

Lectina Especificidade Referéncia
Vatairea macrocarpa Gal/GalNAc CAVADA et al., 1998
Vatairea guianensis Gal/GalNAc SILVA et al., 2012
Lonchocarpus capassa Gal/GalNAc/Glc  JOUBERT et al., 1986
Lonchocarpus sericeus GIcNAc ALENCAR et al., 1999
Lonchocarpus araripensis  GIcNAc Dados néo publicados
Pterocarpus angolensis Man/Glc ECHEMENDIA BLANCO et al.,

2009

Platypodium elegans Man/Glc BENEVIDES et al., 2012
Platymiscium floribundum  Man/ GIcNAc PEREIRA JUNIOR et al., 2012
Machaerium acutifolium GIcNAc /Glc Dados n&o publicados
Andira surinamensis Man/Glc Dados néo publicados

A lectina isolada da semente de Vatairea guianensis (VGL)
apresenta massa de aproximadamente 120 kDa também é ligante a galactose
e seus derivados (N-Acetilgalactosamina).  Apresentou  atividade
hemaglutinante contra eritrécitos de coelho normal ou tratado com enzimas
proteoliticas. Exibe atividade vasorelaxante em aortas de rato contraidas, um
efeito que é estritamente dependente do endotélio e envolve o 6xido nitrico e 0
dominio da lectina (SILVA et al., 2012).

Na lectina extraida de semente de Lonchocarpus sericeus, (LserL)
apresenta especificidade por N-Acetilglicosamina exibe atividades como alta
atividade antiinflamatéria em modelo de edema de pata (ALENCAR et al.,
1999), efeito antiinflamatorio e antibacteriano em um modelo de peritonite
infecciosa (ALENCAR et al., 2005), diminuicdo da migracdo leucocitaria e
hipernocicepcdo mecéanica pela inibicAo da producdo de citocinas e
quimiocinas (NAPIMOGA et al., 2007).

A lectina de Lonchocarpus araripensis (LalL) apresenta
especificidade por N-Acetilglicosamina e exibiu atividade anti-inflamatoria sobre
o edema de pata de rato induzido por carragenina, e desprovida de acao pro-

inflamatoria quando injetada localmente (Dados nao publicados).
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A lectina de Platypodium elegans (PEL) apresenta 29 kDa e
especificidade por glicose/manose e mostrou atividade termiticida contra
operarios e soldados de Nasutitermis corniger, além de potencial fungicida
contra os fungos Fusarium solani, F. oxysporium e F. lateritium (Dados né&o
publicados). Essas duas atividades reforcam a participacdo de lectinas na
defesa vegetal, atuando como fitopatégenos.

A lectina de Platymiscium floribundum (PFL) apresenta 27 kDa e
especificidade por N-Acetilglicosamina e manose. Apresentou atividade
hemaglutinante contra sangue de coelho tratado com enzimas proteoliticas
tripsina e papaina ou normais, sendo que o maior titulo de hemaglutinacao foi
observado contra eritrécitos de coelho tratados com tripsina. PFL mostrou
especificidade por N-Acetil D-glicosamina e manose. (PEREIRA JUNIOR et al.,
2012).

A lectina de Andira surinamensis (ASL) apresenta um pefrfil
eletroforético com uma banda maior de aproximadamente 20 kDa e outras 5
bandas de 15 e 12 kDa. ASL possui capacidade de aglutinar eritrocitos de
coelho normal e tratado com enzimas proteoliticas. Foi avaliado também o
efeito da ASL no crescimento planctdonico bacteriano e na formacdo de
biofilmes e observou-se que ela interferiu no crescimento plancténico de duas
diferentes cepas bacterianas gram-positivas (Streptococcus mitis e
Streptococcus salivarius) e na formacao de biofilme por Staphylococcus aureus

e Streptococcus salivarius (Dados nao publicados).

1.7 Andira pisonis

O género Andira, vulgarmente conhecido como “angelins” é
representado por mais de 30 espécies, sendo a maioria originaria do Brasil
(LORENZI, 1998). A maioria das espécies de Andira apresenta frutos menores
que 6,0 cm, esverdeados ou amarelados, com cheiro adocicado e mesocarpo
fibroso, os quais séo dispersados por morcegos (0 nome Andira é derivado do
tupi e significa morcego) da familia Phyllostomidae. Algumas espécies que
ocorrem em beira de rios podem ser dispersadas pela agua (PENNINGTON;

LIMA, 1995). Andira pisonis (Figura 3) € uma arvore que tem ocorréncia desde
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0 Maranhdo até Sado Paulo e Minas Gerais, em floresta pluvial da encosta
atlantica. Mede de 6 a 12 m de altura, sendo a madeira utilizada na construgéo
civil e a arvore possui caracteristicas ornamentais que a recomendam para o
paisagismo em geral (LORENZI, 1998). Além de ser utilizada como anti-
helmintico (SILVA et al., 2000). A espécie em estudo neste trabalho apresenta
a seguinte classificacdo: Familia Leguminosae, Subfamilia Papilionoideae (483
géneros, 13.800 sp, 28 tribos), Tribo Dalbergieae (48 géneros, 1200 sp.),
Género Andira (30 sp.), espécie Andira pisonis.

Figura 3. Andira pisonis Mart. a. copa; b. folhas e flores; c. e d. sementesee. e
f. tronco.

|

'

Adaptado de Lorenzi, 1998.

1.8 Aplicacdes Biotecnologicas de Lectinas

Estudos em glicobiologia revelam que oligossacarideos presentes
nas superficies celulares apresentam papel fundamental em eventos de
reconhecimentos. Esses carboidratos podem ser complexados a lectinas. A

ubiquidade dessas interagfes lectinas-carboidratos abrem enorme potencial
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para exploracdo em diversos campos da medicina (AMBROSI et al., 2005).
Lectinas com propriedades de interesse biotecnologico foram isoladas,
caracterizadas, e, um grande numero dessas proteinas tem sido obtido por
expressdo heteréloga com ou sem mutacdo dirigida no dominio de
reconhecimento a carboidratos (GOLDSTEIN, 2010; WERZ E SEEBERGER,
2005). As primeiras aplicacdes biologicas de lectinas em larga escala foram
realizadas na obtencdo da tipagem sanguinea e estimulacdo mitogénica de
linfécitos (SHARON E LIS, 2004) e essas aplicacdes se estendem até terapias
e diagnosticos de doencas.

O uso de lectinas no diagndstico e terapia € tido como o maior
interesse biolégico para essas proteinas. O enorme desenvolvimento que
possibilita inibir, ativar ou explorar interagdes proteina-carboidrato pode trazer
varios beneficios para a quimica medicinal; por exemplo, o padrdo de
desenvolvimento de glicosilacdo de proteinas celulares é influenciado por
diversas alteracbes fisioldgicas, decorrentes de patologias. Assim, as
alteracdes nos glicanos sdo usadas como pistas para diagnosticos clinicos.
Alteracbes em glicanos sdo bem caracterizadas em alguns tipos de cancer
como de figado e pulmao, havendo a expressao de glicanos com fucose com
ligacdo especifica do tipo (al1-6) (DENNIS et al., 2002; AMBROSI et al., 2005) .

Diversas lectinas podem ainda apresentar aplicacGes terapéuticas,
podendo ser utilizadas no combate de diferentes patdégenos. Lectinas
especificas a manose obtidas de monocotiledbneas apresentam ainda
atividade antiretroviral, podendo ser utilizadas no combate a sindrome da
imunodeficiéncia adquirida em humanos (AIDS) (BALZARINI et al., 1991). Isso
se deve ao fato dessas proteinas ligarem-se a glicoproteina da capsula viral
relacionada ao reconhecimento e adesao a linfocitos, gpl120, impedindo a
invasdo dessas células (BALZARINI et al., 1992).

Ha ainda destaque em atividades farmacoldgicas apresentadas por
essas proteinas, das quais podemos citar: proliferacao de linfécitos e inducéo
da producao de interferon y (BARRAL et al., 1992), estimula¢gdo de macréfagos
na peritonite e reacao inflamatéria (RODRIGUEZ et al., 1992), inducdo do
edema de pata e migracdo celular na peritonite (BENTO et al.,, 1992) e
liberacdo de histamina por mastécitos na peritonite (GOMES et al., 1994).



2. OBJETIVOS
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2.1 Objetivos Gerais

Este trabalho teve como obijetivo isolar, purificar e caracterizar fisico

guimicamente uma lectina presente em sementes de Andira pisonis.

2.2 Objetivos Especificos

- Detectar a presenca de lectina em sementes de Andira pisonis
Mart pelo teste de atividade hemaglutinante;

- Determinar a concentragdo de proteinas totais e proteina
especifica em extrato proteico de Andira pisonis Mart;

- Determinar o acucar especifico da lectina APL,;

- Purificar a lectina por métodos cromatograficos;

- Determinar a massa molecular aparente da lectina;

- Avaliar a termoestabilidade de APL.



3. MATERIAIS E METODOS
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3.1 — Selecao da Planta

A planta estudada denominada Andira pisonis pertencente a Familia
Leguminosae, Subfamilia Papilonadeae, Tribo Dalbergieae, Género Andira e
espécie Andira pisonis.

Figura 4. Sementes de Andira pisonis. A - Sementes com casca. B — Sementes
descascadas.
A

iy
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3.2 — Reagentes

Os reagentes utilizados no presente trabalho foram de Grau
Analitico. Os reagentes descritos a seguir foram todos de Grau Ultrapuro. D-
galactose, lactose, D-manose, N-acetil-D-glicosamina, D-glicose, a-metil-D-
glicopiranosideo, fucoidana, L-Fucose, a-D-Galactosamina, Carragenana,
Fetuina, Papaina e Albumina Sérica Bovina (BSA — Bovine Serum Albumin)
foram obtidos da Sigma-Aldrich Corporation (EUA); B-mercaptoetanol e
Dodecil Sulfato de Sédio (SDS — Sodium Dodecyl Sulfate) foram obtidos da
Merck, Darmstadt, Alemanha; Padrédo de peso molecular, matriz cromatografica
de troca ibnica (HiTrap SP XL - 1mL) e matriz cromatografica de afinidade

(Sepharose-Manose) foram obtidas da GE, EUA.

3.3 - Isolamento, Purificagéo e Caracterizacdo Fisi co-Quimica de Uma
Lectina de Sementes de Andira pisonis

3.3.1 Material vegetal

Sementes de Andira pisonis foram adquiridas comercialmente e, no
laboratério, foram descascadas e trituradas em moedor de café até a obtencéo
de um po fino. O material foi armazenado em local seco a 25°C até posterior

utilizacao.

3.3.2 Preparo do Extrato Total

Proteinas soluveis foram extraidas a temperatura ambiente em
sulfato de amoénio 1M, em agitacdo constante por 1 hora. O material foi
centrifugado a 8.000 x g por 10 minutos a 4°C (Centrifuga 5810R, Eppendorf).
O precipitado foi descartado e o sobrenadante, denominado extrato total,

utilizado em analises posteriores.
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3.3.3 Quantificacdo de Proteinas Soluveis

O extrato total foi submetido a quantificacdo de proteinas sollveis
utiizando o método de Bradford, (1976). Para isso, 100uL da amostra foi
adicionada a 2,5 mL do reagente de Bradford, misturada com auxilio de vortex
e deixada em repouso por 15 minutos. Apds esse periodo, as leituras das
absorbancias foram medidas em espectrofotbmetro com o comprimento de
onda de 595 nm (Novaspec Il, Pharmacia). Como branco, foi utilizado solucéo
de sulfato de amoénio 1M. Albumina Sérica Bovina foi a proteina utilizada no

preparo da curva padréo.

3.3.4 Determinacao da Atividade Hemaglutinante e Es  pecifica em Extrato

Total de Sementes de Andira pisonis

A determinacdo da atividade hemaglutinante do extrato proteico de
sementes de Andira pisonis foi realizada contra eritrocitos de coelho tratado
com papaina. Os eritrécitos de coelho foram obtidos de animais fémeas
albinas, adultas e saudaveis, criadas no Biotério da Universidade Federal do
Ceara (Campus do Pici), mantidas em gaiola individual com agua e racao ad
libitum. A determinacgéo da atividade hemaglutinante foi realizada em tubos de
ensaio em duplicata. O extrato proteico (100uL) foi diluido de forma seriada em
tampao Tris-HCI 20 mM pH7,5 com NaCl 0,15 M (100uL). Em seguida, foram
adicionados 100puL de eritrécitos (tratados e ndo tratados com enzimas
proteoliticas) de coelho. O experimento foi acondicionado em estufa a 37°C por
1 hora. O resultado foi analisado macroscopicamente a olho nu ap6s 1 e 12 h.
O resultado foi expresso na forma de unidade de hemaglutinagédo (U.H./mL),
definido como o inverso da maior diluicdo da amostra que ainda apresentou
nitida aglutinacdo (adaptado de MOREIRA; PERRONE, 1977). ApOs a
obtencéo do titulo de hemaglutinacdo e da concentracdo de proteinas soluveis,
a atividade especifica foi calculada com o objetivo de monitoramento dos
avancos na purificagcdo da lectina em estudo. O calculo foi baseado na diviséo
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dos valores obtidos da unidade de hemaglutinacdo (U.H./mL) pela dosagem de
proteinas solluveis (mgP/mL) e expresso em U.H./mgP (unidades de

hemaglutinacéo por miligrama de proteina).

3.3.5 Ensaio da Inibicdo da Atividade Hemaglutinant e do Extrato Total da
Farinha de Sementes de Andira pisonis

O extrato proteico de sementes de Andira pisonis foi submetido ao
teste de inibicdo da atividade hemaglutinante utilizando diferentes acucares.
Para isso, 100 pL de diferentes agucares (D-galactose, lactose, D-manose, N-
acetil-D-glicosamina, D-glicose, a-metil-D-glicopiranosideo, fucoidana, L-
Fucose, a-D-Galactosamina, Carragenana, Fetuina) foram, separadamente,
submetidos a diluicdo seriada em tubos de ensaio contendo 100 uL de tampé&o
Tris-HClI 20 mM pH 7,5 com NaCl 0,15M. O experimento foi realizado em
duplicatas. A cada diluicdo foi adicionado igual volume de uma solu¢do do
extrato total contendo 4 U.H. A mistura foi deixada em repouso por 1 hora e
posteriormente, foi adicionada a suspensdo de eritrécitos papainizados de
coelho. A reacgao foi incubada na estufa a 37°C e a inibicdo da atividade
hemaglutinante foi analisado apdés uma hora. O resultado foi expresso em
concentracdo minima inibitéria de acgUcar capaz de inibir a atividade

hemaglutinante.

3.4 Purificacdo da Lectina de Andira pisonis (APL)

3.4.1 Cromatografia de Afinidade em Coluna de Sepha rose- Manose do

Extrato Total de Sementes de Andira pisonis

O extrato proteico total de sementes de Andira pisonis foi submetido
a cromatografia de afinidade em matriz de Sepharose-Manose. A matriz
cromatografica (6mL) foi equilibrada com solucéao de sulfato de aménio 1M. Em

seguida, foi aplicado um volume de 4 mL de extrato proteico de sementes de



36

Andira pisonis na matriz de afinidade e deixado em repouso por 1 hora.
Posteriormente, as proteinas nao ligadas a matriz de afinidade foram eluidas
com solucdo de sulfato de aménio 1M a um fluxo constante de 30mL/h.
Volumes de 1mL foram coletados, denominados fracdo protéica, e analisados
em espectrofotdometro UV/Visivel (Ultrospec 2100 Pro/Amersham Biosciences)
a 280 nm. Apos a completa eluicdo de proteinas ndo ligadas a matriz, foi feita a
eluicdo das proteinas retidas. Para isso, as proteinas foram eluidas pela adi¢éo
de tampéao Glicina 0,1M pH 2,6 com NaCl 0,15M. Fracbes de 1mL foram
coletadas e monitoradas em espectrofotdmetro a 280 nm. As fracbes ativas
(eluida em tampéao acido) denominadas APL foram dialisadas exaustivamente
contra agua destilada, liofilizadas e armazenadas a temperatura ambiente até

posterior utilizac&o.

3.4.2 Cromatografia de Troca I6nica em Coluna (hitr  ap) SP XL 01 de APL

A pureza de APL foi confirmada por cromatografia de troca ibnica
com auxilio da coluna Hitrap SP XL 01 (GE, EUA), acoplada a um sistema de
cromatografia liquida de alta e baixa pressdo (AKTA Purifier, EUA). A lectina
purificada foi dissolvida em Tampé&o Acetato de Sodio de 20mM pH 4,5, na
concentracdo de 1mg/mL, e aplicada na coluna Hitrap. Proteinas néo retidas na
matriz foram eluidas em tampéao acetato de sodio 20mM pH 4,5 e as proteinas
retidas foram eluidas em tamp&o acetato de sédio 20mM pH 4,5 com gradiente
linear de NaCl 0-1M em 20 minutos. Fracdes proteicas de 1 mL foram
coletadas, monitoradas a 280 nm e submetidas a atividade hemaglutinante. As
fracbes ativas foram dialisadas contra agua destilada, liofilizadas e

armazenadas até posterior utilizacao.
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3.5. Eletroforese em Gel de Poliacrilamida na Prese nca de SDS e B-
mercaptoetanol de APL

Para investigar o grau de pureza de APL ap0s os processos de
cromatografia, APL foi submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida a 15%
em condi¢cado desnaturante com uso de dodecil sulfato de sodio (SDS-PAGE),
seguindo o método descrito por LAEMMLI (1970), adaptado para o uso de
placas de vidro verticais. Durante a montagem do gel, foram preparadas duas
solucbes diferentes para a confeccdo dos geéis de empilhamento e de
separacdo. Para o gel de empilhamento, utilizou-se concentracdo de 3,5% de
poliacrilamida em tampao Tris-HCI| 0,5M pH 6,8 e para o gel de separacéo,
concentracdo de 15% de poliacrilamida em tampéao Tris-HCI 1,5M pH 8,8. A
amostra liofilizada foi dissolvida em tampéao Tris-HCI 0,08M pH 6,8, contendo
glicerol a 5%, SDS a 2%, -mercaptoetanol a 5% e azul de bromofenol a 0,05%
em uma concentragdo final de 4mg proteina/mL. Aliquotas de 10uL de amostra
foram aplicadas em pocos previamente feitos no gel de empilhamento. A
corrida eletroforética foi realizada em corrente constante de 40mA durante 3
horas. A revelacdo das proteinas foi realizada com solugdo de Coomassie
Brilliant Blue R-250 a 1% em metanol:acido acético:agua (40:10:60, v/v/v), e 0
coramento foi realizada por um periodo de 12 horas. O descoramento foi
realizado mediante a adicdo de agua destilada aquecida a 70°C. Proteinas de
massas moleculares conhecidas obtidas comercialmente foram utilizadas como

padrdes de peso molecular (GE, EUA).

3.6. Efeito da Temperatura Sobra a Atividade Hemagl utinante da APL

APL foi solubilizada em solu¢cdo de sulfato de amoénio 1M na
concentracdo de 1mg/mL, centrifugada a 9.000 x g a 4°C por 10 minutos.

O sobrenadante foi aquecido em diferentes temperaturas (40°C,
50°C, 60°C, 70°C, 80°C, 90°C e 100°C) a uma hora em termociclador. Apos
esse periodo, as aliquotas de lectina foram submetidas ao teste de atividade

hemaglutinante.



4. RESULTADOS E DISCUSSAO
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Extratos proteicos foram preparados a partir do contato, sob
agitacao, de farinha de sementes de Andira pisonis com sulfato de aménio 1M.
Esta metodologia foi seguida com base no trabalho (ainda ndo publicado) da
purificacdo de uma lectina presente em sementes de Andira surinamensis.

A fim de detectar a lectina no extrato proteico de Andira pisonis foi
realizado o teste de hemaglutinacdo. O extrato proteico de Andira pisonis foi
capaz de hemaglutinar apenas eritrocitos papainizados de coelho, resultando
em um titulo de hemaglutinacdo de 2048 U.H./mL. Com base nos dados da
literatura, as lectinas isoladas da Tribo Dalbergieae apresentaram
hemaglutinacéo por eritrécitos de diferentes animais, como no caso de Vatairea
macrocarpa (porco e coelho) (CAVADA et al., 1998), Vatairea guianensis
(coelho normal e tratado com enzimas) (SILVA et al.,, 2012), Platymiscium
floribundum (eritrécitos normal e tripsinizados de coelho) (PEREIRA JUNIOR et
al., 2012), Andira surinamensis (eritrocitos tripsinizados de coelho) (Dados néo
publicados), Platypodium elegans (eritrécitos normais e tratados de coelho)
(Dados nao publicados) e Lonchocarpus capassa (humano do sistema ABO e
coelho). O tratamento dos eritrocitos com enzimas proteoliticas muitas vezes
resulta numa maior especificidade da lectina pelo eritrdcito. Isto ocorre porque
essas enzimas, como tripsina e papaina, atuam clivando proteinas de
membranas dos eritrgcitos, expondo carboidratos que compdem o glicocalice,
permitindo, assim, que as lectinas tenham maior acesso aos mesmos e,
consequentemente, promovam hemaglutinacdo com maior eficiéncia.

A fim de se estabelecer as condi¢bes experimentais de isolamento e
purificacdo da lectina da semente de Andira pisonis, prosseguiu-se com
ensaios de inibicdo da atividade hemaglutinante por carboidratos. Conforme
mostrado na Tabela 2, a hemaglutinac@o dos eritrécitos de coelho pelo extrato
bruto de Andira pisonis foi inibida por dois dos doze carboidratos testados na
faixa de concentracdo de 25mM (manose) a 50 mM (metil-a-D-
glicopiranosideo). Dentre as lectinas estudadas da Tribo Dalbergieae, as
lectinas a seguir também apresentaram especificas por manose: Andira
surinamensis (manose e glicose) (Dados néo publicados), Pterocarpus
angolensis (manose e glicose) (ECHEMENDIA BLANCO et al., 2009) e

Platypodium elegans (manose e glicose) (Dados ndo publicados) Platymiscium
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floribundum (manose e N-acetil-glicosamina)(PEREIRA JUNIOR et al., 2012).
Ja as lectinas de Vatairea macrocarpa (galactose e N-acetil-galactosamina)
(CAVADA et al., 1998), Vatairea guianensis (galactose N-acetil-galactosamina)
(SILVA et al., 2012), Lonchocarpus capassa (galactose, N-acetil-galactosamina
e, glicose) (JOUBERT et al., 1986), Lonchocarpus sericeus e Lonchocarpus
araripensis (N-acetil-glicosamina) (ALENCAR et al.,, 1999; Dados néo
publicados), Machaerium acutifolium (N-acetil-glicosamina) (Dados néo

publicados).

Tabela 2. Inibicdo da atividade hemaglutinante no extrato total de sementes de
Andira pisonis por carboidratos.

CARBOIDRATO CONCENTRACAO MINIMA

INIBITORIA (mM)
Galactose 0,1M NI
Lactose 0,1M NI
Manose 0,1M 25
N-acetil-glicosamina (GIcNAC) 0,1M NI
Glicose 0,1M NI
a-metil-D-glicopiranosideo 0,1M 50
Fucoidana 0,1M NI
Mucina 5mg/mL NI
L-fucose 0,1M NI
a-D-galactosamina (GalNAC) 0,1M NI
Carragenana 5mg/mL NI
Fentuina 5mg/mL NI
*NI — N&o Inibiu

Os resultados de especificidade por acucar geralmente auxiliam na
etapa de isolamento das lectinas, com uso de cromatografia de afinidade.
Neste tipo de cromatografia, 0s suportes cromatograficos possuem
carboidratos como ligantes especificos.

De acordo com o resultado obtido no teste de inibicdo da atividade

hemaglutinante, optou-se em dar continuidade aos ensaios de isolamento e
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purificacdo da lectina de semente de Andira pisonis utilizando a cromatografia
de afinidade em matriz de Sepharose-Manose (Figura 5). O resultado da
cromatografia mostrou 1 pico eluido em sulfato de amonio isento de atividade
hemaglutinante e um segundo pico eluido em tampé&o Glicina 0,1M pH 2,6 com
NaCl 015M, contendo atividade hemaglutinante. Este segundo pico foi
denominado APL.

A andlise da pureza da fracdo ativa foi avaliada por eletroforese
SDS-PAGE. Dessa forma, conforme visualizado na Figura 5, o perfil
eletroforético referente a APL apresentou uma banda de 34 kDA e uma dupla

banda em torno de 16 e 19 kDa.

Figura 5. Purificacdo da lectina (APL) das sementes de Andira pisonis.
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(A) Purificacdo de APL por cromatografia de afinidade em matriz de Sepharose-Manose. A
matriz foi equilibrada com solucdo de sulfato de ambénio 1M. A amostra foi solubilizada em
solugdo de equilibrio (1mg/mL), aplicada na matriz e as proteinas ndo ligadas a matriz foram
eluidas também em solucéo de equilibrio. A lectina (* Pico Il) foi eluida em tampé&o Glicina 0,1
M pH 2,6 com NaCl 0,15 M. FragBes de 1mL foram coletadas e monitoradas a 280 nm.
Eletroforese SDS-PAGE raia 1. marcador de peso molecular e raia 2: pico ativo eluido de
Sepharose-Manose.

A pureza da lectina de Andira pisonis (APL) foi confirmada mediante
etapa adicional de purificacdo em cromatografia de troca ibnica em coluna
HiTrap SP XL 01 (possui ligante de carga negativa sendo uma trocadora de

cation). A coluna foi equilibrada com tamp&o acetato de sédio 20mM pH 4,5, a
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amostra (oriunda do pico ativo de Sepharose-Manose) foi solubilizada no
mesmo tampao (1mg/mL) e aplicada na matriz. A Figura 6 mostra que a eluicdo
de proteinas carregadas negativamente foi feita com tampéao de equilibrio e as
proteinas ligadas a matriz foram eluidas em tampéo acetato de s6dio 20mM pH
4,5 com gradiente linear de NaCl 0-1M. O pico ativo foi eluido no gradiente
salino e a andlise eletroforética revelou que APL apresenta uma dupla banda
em torno de 34 kDA e uma dupla banda em torno de 9kDa.

Figura 6. Confirmagé&o de troca ibnica em coluna HiTrap SP XL 01
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Tampao de equilibrio acetato de sodio 20mM pH 4,5 e tampao de eluicdo acetato de sédio
20mM pH 4,5 com NaCl 0-1M. Fra¢cbes de 1mL de amostra foram coletadas e monitoradas em
espectrofotdbmetro a 280nm. Eletroforese SDS-PAGE de APL raia 1. marcador de peso
molecular e raia 2: Pico Il da cromatrografia de troca idnica (catidbnica) em coluna HiTrap
Sepharose™ XL.

A literatura mostra o uso de cromatografia de afinidade para purificar
lectinas da Tribo Dalbergieae. Essa mesma estratégia de cromatografia de
afinidade em matriz de Sepharose-Manose e troca idnica foi também realizada
para isolar e purificar a lectina de Andira surinamensis.

A lectina de Pterocarpus angolensis foi isolada somente por
cromatografia de afinidade em matriz de Sepharose-manose. O perfil
eletroforético desta lectina mostrou uma simples banda protéica de 28 kDa

(ECHEMENDIA BLANCO et al., 2009).
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A lectina de Vatairea macrocarpa foi isolada por cromatografia de
afinidade em matriz de goma de guar e o perfil eletroforético mostrou uma
dupla banda de alta massa molecular aparente em torno de 34-32 kDa e uma
dupla banda de baixa massa molecular 22 e 13 kDa (CAVADA et al., 1998).

A lectina de Vatairea guianensis foi isolada por cromatografia de
afinidade também em matriz de goma de guar,0 perfil eletroforético foi uma
dupla banda de 30-32 kDa denominada cadeia a, uma cadeia de 18 e outra de
15 kDa denominadas B e vy, respectivamente (SILVA et al., 2012). A lectina de
Platypodium elegans foi isolada por cromatografia de troca idnica (DEAE-
Sephacel seguida de Hitrap SP XL 01) e a lectina apresentou massa aparente
de 29 kDa (Dados nao publicados). Lectina de Platymiscium floribundum foi
isolada por cromatografia de afinidade em matriz de Sephaorse-manose
seguida de exclusdo molecular (PEREIRA JUNIOR et al., 2012). A lectina
purificada apresentou massa por SDS-PAGE de 29 kDa. A lectina de
Lonchocarpus capassa foi isolada por cromatografia de afinidade em matriz de
Sepharose 6B derivatizada com galactose. Dados eletroforéticos ndo foram
realizados neste trabalho (JOUBERT et al., 1985). A lectina de Lonchocarpus
sericeus foi isolada por cromatografia de afinidade em matriz de quitina seguida
de cromatografia de troca i6nica em coluna Mono Q. A massa molecular
aparente foi de 26 kDa (ALENCAR et al., 1999). Com esses dados, pode-se
perceber que a cromatografia de afinidade seguida de troca ib6nica é a
estratégia mais utilizada para isolar e purificar essas lectinas. Além disso, APL
€ composta por bandas duplas, assim como algumas das lectinas supracitadas.

APL apresentou consideravel termoestabilidade, pois manteve sua
atividade hemaglutinante mesmo apdés incubacdo a 60°C por 1 hora. A
atividade hemaglutinante decaiu significativamente quando a lectina foi
submetida a temperaturas iguais ou superiores a 70° C (Figura 7).

Esse mesmo perfil foi observado nas lectinas isoladas de Andira
surinamensis (dados nao publicados), Platymiscium floribundum (PEREIRA
JUNIOR, 2012) e Vatairea guianensis (SILVA, 2012).

Dessa forma, a Tabela 3 sumariza as principais etapas de
purificacdo da APL, assim como as principais variaveis relacionadas ao seu

processo de purificacdo, tais como rendimento e eficiéncia. Os dados
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apresentados na Tabela 3 sdo satisfatorios para os processos de purificacao
proteica, pois indicam que a cada etapa cromatogréfica realizada ocorre

aumento na pureza da lectina isolada.

Figura 7 — Estabilidade térmica da lectina de Andira pisonis
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Amostra: 1 mg APL/ 1mL de Tris-HCI 0,1 mol/L pH 7,6 NaCl 0,15 mol/L. Temperaturas: 40 °C,
50 °C, 60 °C, 70 °C, 80 °C.



Tabela 3. Tabela de purificagdo da lectina extraida de sementes de Andira pisonis em alguns estagios de purificacéo.

TABELA DE PURIFICACAO

Proteina Atividade hemaglutinante
FracOes V(mL) Mg Total(mg) % U.H/mL Total (U.H.) Especifica (U.H./mgP) Purificacéao
Extrato total 10 2,88 28,8 100 2048 20480 711 1
Manose-Sepharose 12 0,07 0,84 2,92 512 6144 7314,3 10,3
Hitrap SP XL 01 2 0,01 0,02 0,07 256 512 25600 36

* Todas as fragGes foram recuperadas apos dialise e liofilizagcéo e testadas quanto a atividade hemaglutinante em eritrécitos de coelho.
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5. CONCLUSOES
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Neste trabalho foi purificada uma nova lectina de Andira pisonis Mart
(familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Dalbergieae) especifica por
manose e a-metil-manosideo, que aglutina eritrécitos de coelho tratados com
papaina. Na eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca de SDS a proteina
mostrou um perfil eletroforético composto por bandas dupla maiores de
aproximadamente 34 kDa e bandas duplas menores em torno de 9 kDa.

Ainda sdo necessarios outros estudos de caracterizacdo fisico-quimica

para melhor caracterizar esta proteina.
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