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ABREVIATURAS E DEFINICOES

BSA - Albumina Sérica Bovina

Con A - Concanavalina A (lectina de Canavalia ensiformis)

Con Br - Lectina de sementes de Canavalia brasiliensis

EDTA - Acido etilenodiaminotetracético

FPLC - Cromatografia liquida de rapida performance

HPLC - Cromatografia liquida de alta performance

HEPES - Acido N-2-hiddroxietilpiperize-N’-2-etanosulfonico

P8BS -Tampaio fosfato de sodio 0,1 M, pH 7.2, contendo NaCl 0,15 M
R - Constante dos gases (1,9869 atm.’K.mol ™)

& - Constante de Boltzmann (1,37 x 107® ergs.’K™)

& - Constante de Planck (6,62 x 10-27 ergs.seg)

T - Temperatura absoluta

A - Energia Livre Padrdo de Ativagdo

SDS - Dodecil sulfato de sodio

L - Unidade de hemaglutinagdo. Definida como sendo o inverso da maior dilui¢io de uma

solucdo que ainda € capaz de aglutinar uma suspensio de eritrocitos a 2 %.




RESUMO

As sementes de P.arvense contém uma lectina do tipo glicose/manose que foi
purificada por cromatografia de afinidade em Sephadex G-100. A lectina assim obtida
apresentou um peso molecular de 50 kDa quando analisada por ultracentrifugagdo analitica.
Este valor foi confirmado por PAGE-SDS, Filtragao em gel de Superose e Espectrometria de
Massa ESI. Esta lectina apresentou duas cadeias polipeptidicas distintas denominadas de o e
cujas massas moleculares foram 5.591 Da e 19.986 Da, respectivamente. A lectina €
constituida pela associagdo dessas subunidades formando um dimero do tipo (af). . A analise
de aminoacidos mostrou que esta lectina tem composi¢do semelhante aquela de outras lectinas
da tribo Vicieae. Sua estrutura primaria apresentou 100 % de identidade de sequéncia quando
comparada a lectina de P.sativum . A lectina apresentou um AG’ de ativagdo do processo de
desnaturagdo de 23 kcal/mol na temperatura de 70°C e um coeficiente de extingdo igual a 14.8.
Esta lectina foi capaz de aglutinar eritrocitos humanos do tipo ABO, eritrocitos de coelho e
boi. tratados ou ndo com enzimas proteoliticas. Foi capaz ainda de aglutinar eritrocitos de
cabra, porco e galinha. A lectina de P.arvense se mostrou mitogénica para linfocitos humanos
do sangue periférico. Experimentos de germinagdo no escuro apontaram que a lectina de

Farvense ¢ mobilizada mais tardiamente quando comparada a outras proteinas cotiledonares.




ABSTRACT

Seeds of the leguminous plant Pisum arvense showed to contain a glicose/mannose-
especific lectin that was purified by affinity chromatography on Sephadex G-100 column. The
purified lectin exhibit a native molecular weight of 50 kDa by analytical centrifugation. This
walue has been confirmed by SDS-PAGE, size exclusion chromatography on Superose 12 HR
10730 and Electron Spray lonization (ESI) experiments. P.arvemse lectin showed to be
constituted of two distnct sub-units, o and 3, with a molecular mass of 5,591 and 19,986 kDa,
respectively. The association of these sub-units led to form a dimer with the structural form of
taB),. The amino acid composition of P.arvemse lectin showed to be very similar those
reported to the Vicieae tribe. The primary structure exhibited 100 % of homology with the
‘ectin of the closely related species P.sativum. The AG' for the desnaturating process was 23
kcal/mol at 70°C and extinction coefficient of 14.8. The lectin was able to agglutinate almost at
the same level native and enzyme-human blood groups ABO. The strongest agglutination was
observed against rabbit native and enzyme treated erythrocytes. The lectin induced mitogenisis
of human peripheral blood lymphocytes. Germination studies without light showed that the

Jectin is mobilized later when compared with other storage proteins.
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1 INTRODUCAO

! 1 Consideracdes Gerais

O termo lectina (do Latim “legere”) significa escolher e foi aplicado devido a
propriedade destas proteinas aglutinar seletivamente eritrocitos humanos de um grupo
especifico. PEUMANS & VAN DAMME (1995) definem lectinas como proteinas vegetais
gue possuem pelo menos um dominio ndo-catalitico capaz de ligar-se reversivelmente a mono
ou oligossacaridios especificos Como muitas lectinas sdo capazes de se ligar a diferentes
emirocitos sem apresentar especificidade, a denominagdo aglutinina, que € usada como
snonimo, seria mais apropriada. Esta definicdo sugere que estas proteinas sejam
mecessariamente multivalentes, desta forma muitas proteinas que possuem homologia estrutural
e capacidade de ligag@o a carboidratos, mas que s@o incapazes de promover a aglutinagdo de
celulas por possuirem apenas um sitio de ligacdo a carboidratos ndo se adequam a esta
definicdo. PEUMANS & VAN DAMME (1995) classificam as lectinas com base em sua
estrutura, em trés grupos: merolectinas, hololectinas e quimerolectinas. As merolectinas
possuem apenas uma cadeia polipeptidica e um tunico sitio de ligagdo a carboidratos, nio
possuindo, portanto, atividade hemaglutinante. As hololectinas sd3o semelhantes as
merolectinas, todavia possuem dois ou mais sitios de ligagdo a carboidratos, sendo desta
forma capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Tanto as merolectinas
guanto as hololectinas possuem apenas dominios de ligagdo a carboidratos, enquanto as

guimerolectinas possuem além deste sitio, um outro dominio ndo relacionado que apresenta
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atividade biologica distinta e independente. As quimerolectinas podem ou ndo, apresentar

atividade hemaglutinante, dependendo do numero de sitios de ligagdo a agucares.

1 2 Lectinas de Leguminosas

Muitas lectinas de leguminosas tém sido isoladas e caracterizadas pelo fato de estarem
amplamente distribuidas nas espécies pertencentes a esta familia como também por serem
facilmente purificadas através de cromatografia de afinidade com um grau de pureza bastante
elevado. Nestas sementes, as lectinas estdo presentes em grandes quantidades nos corpos
protéicos € em quantidades menores em outras partes da planta. Uma comparagdo entre
lectinas de leguminosas mostra que elas partilham muitas propriedades. Todas sdo compostas
por mondmeros de massa molecular semelhante (25-30 kDa). Cada mondémero apresenta
spenas um sitio de ligagdo a carboidratos, desta forma, para que estas proteinas apresentem
atvidade hemaglutinante € necessaria a interagdo entre os monomeros formando a estrutura
guaternaria, que pode ser um dimero ou um tetramero. As lectinas desta familia podem ter
apenas uma cadeia polipeptidica ou podem apresentar duas cadeias formando os monémeros.
Aguelas extraidas de espécies pertencentes a tribo Vicieae sao compostas de dois tipos de

subunidades, uma cadeia leve (o) e uma cadeia pesada (3) de pesos moleculares em torno de 6

&Da e 20 kDa, respectivamente. As cadeias o e f interagem formando dimeros do tipo (a8),
com peso molecular em torno de 52 kDa. Lectinas dos géneros Pisum, Lathyrus, Lens e Vicia
pertencem a este grupo, entretanto a lectina de Lathyrus sphaericus apresenta atipicamente
uma sO cadeia polipeptidica (RICHARDSON et al., 1987). Lectinas extraidas de espécies
pertencentes a outras tribos desta familia apresentam em geral apenas um tipo de subunidade

com peso molecular proximo a 25 kDa, que se combinam para formar dimeros ou tetrameros.
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Quanto a afinidade por agucares simples, as lectinas foram classificadas em quatro
zrupos dependendo da configuragdo relativa dos carbonos 3 e 4 do anel piranosidico: grupo I
(L-fucose), grupo II (D-galactose, N-acetil-galactosamina), grupo III (D-glicose, D-manose) e
grupo IV (D-idose, L-glicose e L-xilose) (MAKELA, 1957). A especificidade das lectinas tem
sdo determinada pela combinagdo de ensaios de inibicdo e cromatografia de afinidade
(DEBRAY & ROUGE, 1984; WU et al., 1992; DEBRAY et al., 1994) e pode-se observar
gue muitas lectinas, apesar de pertencerem a um mesmo grupo, apresentam diferen¢as na
afinidade por carboidratos quando oligossacaridios mais complexos sdo testados. Esta
observagdo sugere que outros sitios interagem com estes carboidratos fora do sitio de ligacdo a
monossacaridios acarretando a estas diferengas na especificidade fina por agucares. Lectinas de
leguminosas possuem uma regiao na estrutura tridimensional rica em aminoacidos hidrofobicos
(cavidade hidrofobica) que liga-se a B-(O-iodofenil)-O-glicopiranosidio (ROUGE et al, 1987).

A maioria das lectinas a uma cadeia € inibida por N-acetil-galactosamina (GalNac),
zalactose e seus derivados. As lectinas a duas cadeias sdo inibidas por glicose (Glc), manose
(Man) e derivados. Apesar de apresentarem somente uma cadeia, a lectina de sementes de
Canavalia ensiformis (Con A) e outras lectinas dos géneros Canavalia e Dioclea sdo inibidas
por glicose, manose e derivados. Ha também casos onde a mesma planta contém lectinas que
s20 totalmente diferentes na especificidade por carboidratos, como observado para a espécie
Vicia cracca, que contém uma série de isolectinas que se ligam a N-acetil-galactosamina
(RUDIGER, 1977) e ao mesmo tempo uma segunda lectina especifica por glicose/manose
(BAUMANN ef al., 1982). Ao fazer uma comparagdo da sequéncia N-terminal de ambas as
lectinas de V.cracca observamos que estas sequéncias sdo similares. Entretanto a semelhanga
entre a lectina especifica por glicose/manose e outras lectinas de mesma especificidade, como
as lectinas de ervilha e lentilha, € maior que entre as lectinas obtidas a partir desta espécie

{BAUMANN et al., 1979).
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Enquanto a sequéncia de aminoacidos fornece uma idéia da estrutura da proteina, a
composi¢do de aminoacidos ndo diz muito a respeito da estrutura terciaria, ja que lectinas e
outras proteinas da mesma planta podem ter composi¢do de aminoacidos muito parecidas. As
lectinas de leguminosas sdo geralmente ricas em acido glutamico, glutamina, acido aspartico,
asparagina, serina e treonina, mas pobres em aminoacidos sulfurados.

A determinagdo da estrutura de lectinas permite uma caracteriza¢do mais detalhada do
sitio de ligagdo a carboidratos, como a sua localizagdo na molécula e mudangas que ocorrem
ma estrutura em resposta a ligacdo ao agucar. Como a fungdo destas moléculas ainda ndo esta
completamente elucidada e como tem sido aceito que a capacidade de ligagdo a agucares €
wital para que a atividade biologica seja expressa, estudos dessa natureza sdo fundamentais.

Estudos sobre a estrutura tridimensional de varias lectinas de leguminosas tém sido
realizados, onde técnicas modernas como difragio de raios X (ROUGE er al, 1991) e
ressonancia nuclear magnética (ASENSIO et al., 1995) tém sido empregadas. A Con A foi a
pnmeira lectina a ser isolada e purificada, bem como foi também a primeira a ter a estrutura
resolvida por métodos cristalograficos (EDELMAN et al., 1972). Posteriormente a sua
estrutura a uma resolugdo de 2,4 A° (HARDMANN et al., 1972). Para a lectina de ervilha
\P_sativum) foi publicado um estudo com a estrutura definida a 2,0 A° (EINSPAHR et al,,
1983). A lectina de Canavalia brasiliensis teve sua estrutura tridimensional e quaternaria
determinada por SANZ-APARICIO ef al. (1997). Outras lectinas de leguminosas tém sido
enistalizadas, como a lectina de ervilha (Pisum sativum) (EINSPAHR et al., 1986), Vicia faba
(REEKE & BECKER, 1986), isolectina I de Lathyrus ochrus (BOURNE et al., 1990), cadeia
3 da toxina de sementes de Ricinus communis (RUTEMBER & ROBERTUS, 1991),

amendoim (Arachis hypogea) (BANERIJEE et al., 1994), soja (Glycine max) (DESSEN et al.,
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1995), lentilha (Lens culinaris) (LORIS et al., 1994), e de Griffonia simplicifolia
(DELBAERE ef al., 1993).

Apesar das diferengas entre as estruturas primarias das lectinas a uma cadeia (Con A ¢
lectina de Griffonia simplicifolia) e a duas cadeias (lectina de P.sativum e V.faba) e das
diferencas na especificidade por carboidratos, a estrutura tridimensional destas proteinas €
muito parecida. As subunidades sdo basicamente formadas de duas folhas (3 antiparalelas.
Quase ndo ocorre a presenga de a-hélices. Os sitios de ligagdo a carboidratos, ions metalicos,
residuos hidrofobicos e até moléculas de agua sdo altamente conservados (LORIS ef al,
1994).

Estu&os sobre a influéncia de determinados residuos de aminoacidos na especificidade
por carboidratos tém sido realizados, como por exemplo a substituigdo da Asn-125 na lectina
de ervilha por Asp, elimina completamente a atividade de ligagdo a carboidratos (VAN
EISIDEN ez al., 1992), e se os residuos nas porgdes vizinhas sdo trocados, a especificidade ¢
zlterada (HOEDEMAKER et al., 1993). A substituigio de outros residuos pode levar a
alteragOes nas caracteristicas destas proteinas. HOEDEMAKER et al. (1993) observou que a
substitui¢do da Val 103 por Ala diminui significativamente a estabilidade térmica da lectina de
ervilha. Esta substitui¢do tem consequéncias praticas, ja que muitas lectinas sdo toxicas para o
homem e animais, alteragdes neste sentido poderiam levar a construgdo de plantas com lectinas
alteradas geneticamente que pudessem exercer seu papel bioldgico na planta e que também
fossem facilmente inativadas no trato digestivo de animais de sangue quente (RUDIGER,
1997).

Lectinas de uma determinada espécie podem ocorrer como familias de isolectinas que
sao idénticas ou quase idénticas na sua especificidade por carboidratos. Geralmente a

cromatografia de troca ionica € utilizada para separar estas misturas. Se é utilizada
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cromatografia de afinidade, as isolectinas ndo sdo separadas, a ndo ser que gradientes de
concentragio dos desorventes sejam aplicados (RUDIGER, 1997, CUNNINGHAM et al.,
1972). Podem existir muitas razdes para esta heterogeneidade e, uma delas, pode ser o
processamento incompleto apds a tradugdo. Ha casos tipicos como as lectinas de ervilha
(HOEDEMAKER ef al., 1994) e soja (MANDAL et al., 1994) que diferem no comprimento
da extremidade C-terminal. Varias lectinas de uma cadeia sofrem processamento proteolitico
ma extremidade C-terminal, que resulta em heterogeneidade e esta ligado ao aparecimento de
soformas (YOUNG et al., 1995). Uma razdo adicional pode ser a glicosilagio (NIKRAD et

al . 1990), que é complexa o suficiente para permitir variagdes entre estas isolectinas

(FUHRMANN et al., 1985; ELBEIN, 1988; FAYE et al., 1989). Finalmente, algumas plantas
podem apresentar heterogeneidade genética e conter mais de um gene codificando a lectina. Ja
gue 0 mapeamento genético da maioria das plantas cultivadas ndo € conhecido, sem citar as
espécies selvagens, o conteudo de lectinas e isolectinas pode variar consideravelmente de um
cultivar para outro.

Algumas lectinas apresentam aglicares em suas estruturas. A sintese destas proteinas se
da nos ribossomos, em seguida sdo secretadas no lumen do reticulo endoplasmatico, indo
posteriormente para o complexo de Golgi onde recebem a porgdo glicana para finalmente
serem  acumuladas nos corpos protéicos (VAN DRIESSCHE, 1988), desta forma a
glicosilagdo ocorre comumente. Mesmo as lectinas que ndo sdo glicoproteinas na forma
madura, elas o s3o quando na forma de precursores glicosilados, como por exemplo a Con A

(CARRINGTON ef al., 1985; HERMAN et al., 1985; SHELDON & BOWLES, 1992) e

WGA (MANSFIELD e al, 1988).
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1.3 Sequéncia de Aminoacidos e Homologia de Lectinas de Leguminosas

Apesar das lectinas de leguminosas exibirem diferentes propriedades fisico-quimicas
tais como: tamanho, carga, tipo e nimero de subunidades e afinidade por agucares, ha um alto

zrau de homologia em suas sequéncias de aminoacidos (SHARON & LIS, 1989; ROUGE et

al . 1987) e entre suas estruturas tridimensionais (HOEDEMAEKER ef al., 1993). Devido a
estas particularidades, tem sido sugerido que as sequéncias primarias das lectinas seriam
ferramentas Uteis para a classificagdo quimiotaxondmica, como sua aplicagdo para diferenciar
warias tribos de Leguminosas ou em estudos de taxonomia (ROUGE, 1984).

Nas lectinas da tribo Vicieae, a sequéncia de aminoacidos da subunidade 3 € quase que

sotalmente idéntica, enquanto que apenas algumas diferengas podem ser observadas na cadeia
@ principalmente na por¢do C-terminal das lectinas obtidas de diferentes espécies. Vale
ressaltar que esta regido da cadeia o ndo possui aminoacidos que participam da cavidade
mdrofobica, sitios de ligagdo a metais e aglcares, exceto pelos residuos Phe 42 e Ser 44 que
fazem parte da cavidade hidrofobica, mas estdo conservados em todas as lectinas de
leguminosas (ROUGE et al., 1987).

A semelhanga entre as lectinas de uma e duas cadeias é melhor evidenciada quando a
comparagio ¢ feita através de um esquema de homologia circular, pela superposi¢do do
aminoacido 121 da Con A com o aminoacido 1 de lectinas a uma cadeia; os aminoacidos 70 e
121 da Con A com os aminoacidos 1 da cadeia leve e da cadeia pesada das lectinas a duas
cadeias. As similaridades encontradas sugerem que lectinas a uma e duas cadeias sdo produtos
de genes homologos que divergiram durante a evolugdo. Por exemplo, nas lectinas presentes

em Vicia cracca foi observada a existéncia de dois genes, um para cada lectina dentro da
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mesma planta, que podem ter sido originados por duplicagdo de um gene ancestral por

duplicagdio (BAUMANN et al., 1979).

1 4 Sintese e Processamento de Lectinas de Leguminosas

A sequéncia N-terminal das lectinas de uma cadeia e de duas cadeias de leguminosas
levou a especulagdo de que as subunidades o e B das lectinas a duas cadeias ndo eram
codificadas por genes distintos, mas oriundas de processamentos pos-tradugdo de uma Unica
cadeia polipeptidica originada a partir de um unico gene. Varios trabalhos comprovam a
existéncia de um precursor que apoOs clivagens proteoliticas sucessivas da origem as
subunidades o e B (BOISSEAU ef al., 1984). O processamento que ocorre apos a tradugdo €
comum para lectinas de sementes como ja foi demonstrado para a Con A que consiste em uma
mistura de subunidades intactas e fragmentos de ocorréncia natural (LAUWEREYS ef al.,
1983) por ndo ter havido a formagdo de uma ligagdo peptidica entre os residuos 118 e 119
(CHRISPEELS et al., 1986). A biossintese da Con A é um fendmeno complexo que ocorre a
partir de um precursor composto de um peptidio sinal de 29 aminoacidos, uma cadeia
polipeptidica correspondente aos residuos 119-237 da Con A, um peptidio de 15 aminoacidos
e uma cadeia polipeptidica correspondente aos residuos 1-118 da Con A. Apods clivagem
proteolitica, o peptidio sinal e parte do peptidio de 15 aminoacidos sdo removidos, restando as
cadeias correspondentes aos residuos 119-237 e 1-118 ligada a uma sequéncia de quatro
aminoacidos (AAYN) na extremidade N-terminal. Este tetrapeptidio corresponde a porgado C-
terminal do peptidio de 15 aminoacidos e a medida que as sementes amadurecem, ele €
eliminado, havendo finalmente a ligagdo das cadeias 1-118 e 119-237 nesta ordem

(CARRINGTON et al., 1985). Modificagdes apos a tradugdo também sdo observadas para a
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favina (Vicia faba) (HEMPERLY et al., 1982), para a lectina de lentilha (FORIERS ef al.,
1981), de soja (VODKIN, 1983) e de ervilha (LAWEREYS ef al., 1983 e VAN DRIESSCHE
et al., 1988).

A lectina de Pisum sativum é sintetizada como uma pré-pro-proteina na diregdo  — o.
Este fato foi comprovado através do sequenciamento do cDNA (GATEHOUSE ef al., 1987).
Com base em estudos feitos a partir da sintese in vitro e determinagdo da sequéncia do
precursor traduzido, a mesma orientagdo foi proposta para a lectina de Vicia faba
(HEMPERLEY et al., 1982). O modelo proposto para a favina (BECKER et al, 1983)
corresponde a um precursor formado por um peptidio sinal de 29 aminoacidos, de uma cadeia
B e uma cadeia a ligados covalentemente. Uma primeira clivagem elimina o peptidio sinal e
uma segunda clivagem separa as cadeias leve e pesada.

Um modelo mais complexo € proposto para a lectina de P.sativum, onde durante o
processamento até a forma madura, uma sequéncia lider é removida durante a tradugdo, que
ocorre em associagdo com o reticulo endoplasmatico, e a pro-lectina resultante migra em
diregdo aos corpos protéicos onde € gradativamente clivada, havendo a remocgdo de varios
residuos de uma regido intermediaria para originar as subunidades leve e pesada (VAN
DRIESSCHE et al., 1988).

Segundo LAWEREYS et al. (1983) e VAN DRIESSCHE et al. (1988), um precursor
possuindo apenas uma cadeia polipeptidica € sintetizado. Esta cadeia, que apresenta um peso
molecular de 28 kDa, ¢ em seguida clivada proteoliticamente para originar a cadeia o € um

segundo fragmento denominado pré-f3. A perda de fragmentos na porg¢do C-terminal da cadeia

pré-p, a medida que a semente amadurece resulta na cadeia B com peso molecular em torno de

18 kDa.
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O dimero formado de subunidades de 28 kDa apresenta a mesma atividade

hemaglutinante especifica da moléculas de lectina com estrutura (o), mostrando que o
precursor possui sitios de ligagdo a carboidratos. Neste aspecto, o precurssor da lectina de
P.sativum difere daquele da Con A que ndo € capaz de ligar-se a carboidratos (CHRISPEELS
et al., 1986). Esta diferenca ¢ justificada porque para a Con A a sequéncia derivada da analise
do DNA nido corresponde a sequéncia de aminoacidos na proteina devido a reorganizagdo e

consequente ligagdo que os peptidios sofrem apés a clivagem proteolitica.

1.5 Isolamento de Lectinas da Tribo Vicieae

Em 1967, MUSTIER & COULET publicaram que extratos aquosos de sementes de
P.sativum eram capazes de transformar linfocitos humanos em cultura, levando a blastogénese
e mitoses e estas propriedades foram atribuidas a lectina presente nestes extratos. Em 1969,
dois grupos de pesquisadores publicaram separadamente o isolamento da lectina de P.sativum.
BETAIL e colaboradores (1969) isolaram esta lectina por cromatografia de afinidade em
coluna de Sephadex G-75 que era eluida utilizando-se uma solugdo de NaCl 0,15 M contendo
glicose 0,1 M. ENTLICHER et al. (1969) relataram a presenga de lectinas nas sementes de
P.sativum e Lens esculenta. O isolamento destas proteinas era feito segundo a metodologia
descrita por LIENER (1953) e em seguida a purificac@o era obtida por adsor¢do em Sephadex
G-200. A desorg@o era feita com gradiente de HCI ou tampao glicina-HCI pH 2.0.

Em 1970, ENTLICHER e colaboradores descreveram o isolamento e a caracterizagao
detalhada da lectina de P.safivum, onde foi determinada a composi¢do de aminoacidos, a
sequéncia N-terminal, bem como realizados estudos de ultracentrifugagio, eletroforese, analise

quantitativa de carboidratos e conteudo de metais. Em 1974, TROWBRIDGE publicou uma
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metodologia modificada para o isolamento desta lectina e resultados sobre suas propriedades
mitogénicas. Posteriormente, VAN DRIESSCHE et al. (1982) publicaram uma nova
metodologia baseada na extragdo com uma solugéo de NaCl 1 M contedo CaCl, 20 mM e
MnCl, 20 mM para o isolamento da lectina de P.sativum, bem como estudos sobre sua
localizagdo na semente.

Varias outras lectinas obtidas a partir de espécies pertencentes a Tribo Vicieae foram
isoladas, purificadas através de cromatografia de afinidade em Sephadex, como as lectinas de
Lens esculenta (TICHA et al., 1970), Vicia faba (ROUGE & LASCOMBES, 1973), Lathyrus
odoratus (KOLBERG, 1978), Vicia graminea (PRIGENTE & BOURRILLON, 1981), Vicia
cracca (BAUMANNN et al., 1982), Vicia villosa (TOLLEFSEN & KORNFELD, 1983),
Lathyrus ochrus (ROUGE & CAVADA, 1984), Lathyrus cicera (CAVADA & ROUGE,

1985), Vicia hyrcanica (LIEW & BIRD, 1988), entre outras.

1.6 Papel Fisiologico de Lectinas de Leguminosas

A defini¢do de lectinas € baseada principalmente na sua habilidade de reconhecer e se
ligar a carboidratos. Portanto proteinas com diferentes estruturas e especificidades sdo
agrupadas dentro da mesma classe. Apesar do crescente niumero de lectinas isoladas e
caracterizadas, a fung@o destas proteinas nos vegetais ainda ndo esta completamente definida.
Muitos estudos tém sido realizados na tentativa de elucidar o papel fisiologico destas
proteinas. Existem evidéncias crescentes de que as lectinas desempenhariam um papel
importante na defesa contra patogenos, insetos e animais que se alimentam destas plantas,
devido sua interagdo com glicoconjugados desses organismos, interferindo deste modo na sua
fisiologia. Também a abundancia de lectina nos 6rgdos de reserva, aponta para este papel, pois

as sementes sdo facilmente atacadas devido ao estado metaboélico inativo e quando isto
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acontece a viabilidade destas ¢ definitivamente comprometida, enquanto para uma planta ja
estabelecida este tipo de agressdo pode ser, muitas vezes, revertido. Durante muitos anos,
pensou-se que a lectina de P.sativum ocorresse apenas na semente e plantulas. Com o
desenvolvimento de técnicas mais modernas foi evidenciada a presenga de lectinas nas raizes,
folhas e caules durante todo o ciclo de vida desta espécie (HOSSELET ef al., 1985) apesar de
ndo estar claro ainda se estas proteinas sdo idénticas em diferentes partes da planta. Outro
argumento a favor do papel de defesa exercido pelas lectinas € a estabilidade de algumas
lectinas em uma faixa larga de pH, temperatura e resisténcia a proteases de animais e insetos
como € observado para outras proteinas de defesa (inibidores de proteases, RIPs e inibidores
de a-amilase). Para alguns pesquisadores, as lectinas tém papel de proteinas de reserva, pois
estdo presentes em grandes quantidades nos orgdos armazenamento aliado ao fato de muitas
delas terem comportamento semelhante a proteinas de reserva. Desta forma podem funcionar
como reserva de nitrogénio e a0 mesmo tempo como proteina de defesa (PEUMANS & VAN
DAMME, 1995). E possivel que nem todas as lectinas tenham papel na defesa de plantas, pois
outros trabalhos apontam para fungdes como a participagdo em processos de reconhecimento
de estruturas proprias ou ndo dos vegetais, como no processo de interagdo legume-Rhizobium
(BOHLHOOL & SCHIMIDT, 1992). Rhizobium leguminosarum infecta as raizes de suas
plantas hospedeiras (Pisum, Vicia, Lens, Lathyrus) iniciando a simbiose com o aparecimento
de nodulos fixadores de nitrogénio. O papel da lectina nestas interagdes seria mediar a ligagio
especifica entre a planta e o Rhizobium como foi observado pela ligagdo especifica de R.#rifolii
a raizes de trevo (7rifolium repens) DAZZO et al. (1982). Foi observada uma especificidade
entre a planta e o microorganismo especifico para a nodulagio (DIAZ ef al., 1989; HO &

KIINE, 1991).
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A Con A reage com auxina e acido indolacético via interagdes hidrofobicas. Também ja
foi demonstrado que algumas lectinas interagem com analogos da adenina com atividade
citocinica (ROUGE et al., 1991).

O estudo estrutural de lectinas de leguminosas e de outras familias boténicas € a
caracterizagdo da interagio com receptores especificos, contribuira significativamente para

elucidar as fungdes biologicas destas proteinas.

1.7 Objetivos do Trabalho

O presente trabalho tem como objetivo isolar, caracterizar quimica e fisico-

quimicamente a lectina de sementes de Pisum arvense e estabelecer sua estrutura primaria bem

como estudar a mobilizagdo desta proteina ao longo da germinagéo das sementes.




2 MATERIAIS

2.1 Sementes

Sementes quiescentes de Pisum arvense L., espécie pertencente a familia Leguminosae,

tribo Vicieae, obtidas comercialmente na Cooperativa Agricola de Cascavel, Parana.

2.2 Eritrocitos

Eritrécitos humanos do sistema ABO foram obtidos de doadores sadios através do
centro de Hemoterapia do Ceara (HEMOCE).

Eritrocitos de coelho foram obtidos de animais adultos e saudaveis mantidos no
Biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do
Ceara.

Eritrocitos de boi, porco, galinha e cabra foram coletados de animais pertencentes ao

Departamento de Zootecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara.

2.3 Reagentes

Acrilamida, N,N-metilenobisacrilamida, agarose, albumina sérica bovina, Coomassie
Brilliant Blue G-250 e R-250, HEPES, RPMI-1640 (meio de cultura), Tripsina TPCK,
quimotripsina, Sigma Chemical Co., St. Louis, EUA. Bio-Gel P-60, Bio-Rad, EUA. Beta-
mercaptoetanol e dodecil sulfato de sodio, E. Merk, Darmstadt, Alemanha. Elastase,

Boehringer
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Mannheim. Sephadex G-100, Superose 12 HR 10/30, Pharmacia, Uppsala, Suécia. Timidina
triciada (6,7 pci/mM), New England Nuclear Corp., Boston, EUA Os demais reagentes

utilizados foram de grau analitico.




3 METODOS

3.1 Preparacédo da Farinha

As sementes de P.arvemse foram trituradas em multiprocessador, peneiradas e

maceradas em gral para obtencdo da farinha fina, que foi armazenada em frascos

hermeticamente fechados e mantidos a temperatura ambiente.

3.2 Analise Elementar

3.2.1 Determinag@o de Umidade

Para a determinagdo do teor de umidade, pesa-filtros previamente tarados contendo 1 g

de farinha de Pisum arvense foram colocados em uma estufa a 110 °C durante 24 horas. Em

seguida foram mantidos em dessecador, pesados e entdo recolocados na estufa por mais quatro
horas até a obtengdo de pesos constantes. O teor de umidade foi calculado pela diferenga entre

os pesos inicial e final das amostras, sendo este valor expresso em percentagem.

3.2.2 Determinag@o do Nitrogénio Total

O nitrogénio total da farinha de P.arvense foi determinado pelo método descrito por

BAETHGEN e ALLEY (1989). A amostra de farinha de P.arvense (20 mg) foi mineralizada
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na presen¢a de 1 mg de catalisador (KH,SO,4, CuSO4.5H,0, Se) na propor¢do de 100:10:1
(massa/massa/massa) € 1,5 ml de H,SO, concentrado, por 30 minutos apds o aparecimento de
uma cor esverdeada. Em seguida o volume da amostra foi completado para 50 ml com agua
destilada. A uma aliquota de 100 pl desta solugdo foi adicionado 0,9 ml de agua destilada, 5,5
ml de tampdo Na,HPO, 0,1M, tartarato de sodio e potassio a 5 % e NaOH a 5,4%, 4 ml de
solugdo de salicilato de sodio - nitroprussiato de sodio (15% - 0,03%) e 2 ml de hipoclorito de
sodio a 6%. Apds incubagdo por 15 minutos a 37 °C foi feita a leitura da absorbancia a 650 nm
em espectrofotometro Micronal modelo B 343 II. O nitrogénio total foi estimado em relagdo a
uma curva padrao obtida com Sulfato de Amoénio. Para o calculo do teor de proteina bruta foi
usado o fator de 6,25 (SAO PAULO, 1985).
——————
9

3.2.3 Determinagdo de Lipidios Totais

Para determinag@o do teor de lipidios totais foi empregada a metodologia descrita pelo
Instituto Adolfo Lutz (SAO PAULO, 1985). Amostras contendo 1g de farinha de P.arvense
foram pesadas em cartuchos de papel de filtro e colocadas em um extrator de Soxhlet com
hexana por pelo menos 4 horas. Apos a extragdo, o solvente foi evaporado em banho-maria a
70 °C e o material extraido foi pesado. O teor de lipidios foi calculado pela relagio entre o

peso do lipidio extraido e o peso inicial da amostra e expresso em percentagem.
3.2.4 Determinagdo de Cinzas
Para determinar o teor de cinzas, cadinhos de porcelana (triplicata), previamente

tarados, contendo 1g de farinha de P.arvense, foram colocados em mufla a 600 °C durante 4

horas. Em seguida, foram mantidos em um dessecador até que atingissem a temperatura
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ambiente, quando entdo foram pesados. O teor de cinzas foi calculado por diferenga e expresso

em percentagem do peso seco da amostra.

3.3 Determinagdo de Proteinas

A concentragio de proteinas foi determinada pelo método de BRADFORD (1976)
usando-se albumina sérica bovina como padrdo. A 100 pul de amostra foram adicionados 2,5 ml
do reagente de Bradford e apés 10 minutos de incubagdo foram feitas as leituras das
absorbancias a 595 nm em um espectrofotometro Novaspec II (Pharmacia LKB). A
absorbancia a 280 nm foi também utilizada para determinag@o do teor de proteinas nos eluatos

das colunas cromatograficas.
3.4 Determinagdo de Fibras

Foram pesados 2 g da farinha de P.arvense dessecada e desengordurada e colocados
em contato com 200 ml de acido sulfurico 1,25%. Em um refrigerador de refluxo, esta mistura
foi aquecida até ebuli¢do que foi mantida por 30 minutos. Apos filtragdo, o residuo foi lavado
com agua destilada a 100 °C até que a agua de lavagem ndo apresentasse mais acidez. O
residuo foi transferido para um becker com o auxilio de 200 ml de hidréxido de sodio a 1,25%
e em refrigerador de refluxo foi levado a ebuligdo por 30 minutos. Em seguida foi filtrado em
papel de filtro quantitativo previamente tarado, e lavado até que as aguas de lavagem ndo
apresentassem mais alcalinidade. O residuo foi em seguida lavado duas vezes com alcool e
duas vezes com éter e levado a estufa a 110 °C até peso constante, obtendo-se desta forma a
fibra total. A fibra total, juntamente com o papel de filtro, foi incinerada em forno mufla a 550

? [
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°C utilizando-se um cadinho de porcelana devidamente tarado. A fragdo fibra foi obtida por

diferenga entre a fibra total e a fragdo mineral obtida.

Pisum arvense

Foram escolhidas aleatoriamente 50 sementes de P.arvense para determinagdo das
caracteristicas morfologicas como peso, comprimento, largura, formato, hilo e tegumento.
Estas sementes foram colocadas para germinar e para analise da anatomia foram feitas secg¢des
transversais e logitudinais da raiz primaria, com cortes a mao livre e coloragdo através de

Safrablau (JOHANSEN, 1940).

3.6 Determinacgdo da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante nas diversas fragdes de P.arvense foi determinada por
dilui¢des seriadas em tubos de ensaio. Em cada tubo foram adicionados 200 pl de NaCl 0,15
M. No primeiro tubo foi adicionado 200 pl da amostra e uma série de diluigdes duplas foram
feitas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.), homogeneizando-se completamente antes de cada
transferéncia. A cada diluigdo foram adicionados 200 pul de uma suspensdo de eritrocitos a 2%
(v/v) lavados exaustivamente com NaCl 0,15 M, e a reagdo foi incubada a 37 °C por 30
minutos. O ensaio foi deixado em repouso por 30 minutos a temperatura ambiente para, em
seguida, ser centrifugado a 2.000 x g por 30 segundos. Os resultados foram interpretados
macroscopicamente e o titulo expresso em unidade de hemaglutinagdo (UH), que é o inverso

da maior diluigdo da amostra que apresentou aglutinagdo nitida. As hemacias foram também




35

tratadas com enzimas proteoliticas (bromelaina, papaina e tripsina). Todas as amostras de
sangue foram coletadas em recipiente contendo heparina, lavadas trés vezes com NaCl 0,15 M,
centrifugadas (2.000 x g) e calculada a concentragdo de células vermelhas em relagdo ao
volume total (hematdcrito). As células foram suspensas em solugdo contendo a enzima (0,1 mg
de enzima por 10 ml de NaCl 0,15M) a uma concentragdo de 2% de eritrocitos. Foram entdo
incubadas a 20°C por 1 hora, e lavadas seis vezes com solugdo salina gelada. Apos
centrifugagdo (2.000 x g), as células foram ressuspensas em NaCl 0,15 M em uma

concentragio de 2%.

3.7 Fracionamento das Proteinas

3.7.1 Extragdo das Proteinas

A extragdo das proteinas foi feita a partir da incubagdo da farinha, obtida conforme o
item 3.1, com diferentes solugdes: agua, NaCl 0,15 M, tampéo glicina-HCI 0,1 M pH 2.6;
tampdo acetato de sodio 0,1 M pH 4,0; tampdo fosfato de sodio 0,1 M pH 6,0; tampdo
fosfato de sodio 0,1 M pH 8,0; tampdo borato de sédio 0,1 M pH 10,0 ( todos os tampdes
continham NaCl 0,15 M) na proporgdo de 1:10 (m/v) por trés horas a temperatura ambiente
sob agitacdo constante e entdo centrifugadas a 33.000 x g por 20 minutos, a 4°C. Os
sobrenadantes foram filtrados em papel de filtro, e os residuos desprezados. Aliquotas dos
sobrenadantes foram usadas para determinagio de proteina e atividade hemaglutinante. Em
fungdo dos resultados obtidos na extragdo com diferentes solugdes, optou-se por realizar a

extragdo com agua seguindo a metodologia adotada por TROWBRIDGE (1974).
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3.7.2 Fracionamento do Extrato Protéico por Precipitagio com Sulfato de Aménio

O extrato protéico foi submetido a precipitagio com sulfato de aménio (60 %
satura¢do) por um periodo de 4 horas a temperatura ambiente com agitagdo ocasional. Apos
centrifugagdo a 15.000 x g por 20 minutos a 4°C, o precipitado obtido foi denominado de P
0/60, redissolvido em tampdo fosfato 0,1 M pH 7,2 com NaCl (PBS) e submetido a

determinagdo do teor protéico e da atividade hemaglutinante.

3.8 Cromatografia de Afinidade em Sephadex G-100

A fragdo P 0/60 foi submetida a cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-
100 (0,5 x 30 cm) previamente equilibrada com PBS. Apds a eluigio do primeiro pico
cromatografico, que correspondia as proteinas sem atividade hemaglutinante, o material retido,
que encerrava toda a atividade hemaglutinante, foi entdo eluido com PBS contendo glicose 0,1
M. A cromatografia foi realizada a fluxo constante de 30 ml por hora e o eluato coletado em
fragdes de 3 ml que tiveram suas absorbancias determinadas a 280 nm. Os picos obtidos foram
submetidos a dosagens de proteinas e a ensaio de atividade hemaglutinante, sendo entdo

dialisados contra agua, liofilizados e estocados para uso posterior.

3.9 Filtragdo em Gel da Lectina de P.arvense em Coluna de Superose 12 HR 10/30 Acoplada

em FPLC

Uma coluna de Superose 12 HR 10/30 acoplada a um sistema de FPLC (Pharmacia-
LKB), foi utilizada para determinagdo da massa molecular aparente da lectina. Aliquotas de

100 pl de lectina na concentragdo de 2 mg/ml dissolvidas no tampdo de equilibrio (tampdo
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fosfato de s6dio 0,05 M, pH 7,5) foram aplicadas ao gel e a elui¢éo feita com o mesmo tamp@o
a um fluxo de 0,3 ml/min. As fra¢gdes foram recolhidas em um coletor automatico FRAC/100
(Pharmacia LKB) e monitoradas a 280 nm. A coluna foi previamente calibrada nas mesmas

condigdes com proteinas de massas moleculares conhecidas.

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de SDS e -
mercaptoetanol foram realizados segundo a técnica descrita por LAEMMLI (1970), adaptada
para uso de géis de separagdo em placas. O gel de aplicagdo (contendo 3,5% de poliacrilamida)
continha tampao tris-HCl 25 mM pH 6,8 e SDS 0,1 %. O gel de separagdo (gradiente de 5 a
20% de poliacrilamida) continha tampéo tris-HCI 375 mM pH 8,8 e SDS 0,1%.

As amostras foram dissolvidas em tampao tris-HCI 625 mM pH 8,3 contendo SDS 1%
e tratadas a 100°C por 10 minutos. Azul de bromofenol 0,02% e cristais de sacarose foram
adicionados as amostras antes das mesmas serem aplicadas ao gel. A corrida eletroforética foi
feita a corrente constante (15 mA) por um periodo de 4 horas. Logo a seguir o gel foi
colocado para corar com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,05 %, preparado em uma solugio
de metanol, acido acético e agua (1:3,5:8) e o excesso retirado com a mesma solugio na

auséncia do corante, permitindo a visualizagdo das bandas protéicas.

3.11 Ultracentrifugagido Analitica

A ultracentrifugagdo analitica foi feita em uma temperatura de 20°C usando a lectina

(Img/ml) dissolvida em tampéo fosfato 20 mM contendo NaCl 150 mM, CaCl, 1 mM, MgCl,
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1 mM e MnCl, 1 mM, pH 7,0 em uma centrifuga modelo Beckman XL-A com absor¢ao otica.
A velocidade de sedimentagdo foi determinada em células padrdo de duplo setor. A massa
molecular foi avaliada pela determinagdo simultinea dos coeficientes de sedimentacdo e
difusdo a partir do movimento e alargamento da banda de sedimenta¢do de acordo com a

equacgdo de Lamm como previamente descrito por URBANKE ez al. (1980).

3.12 Ensaio de Inibigdo da Atividade Hemaglutinante por Ag¢ucares Simples

A inibigdo da atividade hemaglutinante por agucares simples foi realizada em tubos de
ensaio através de diluigdes duplas seriadas (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32) do agucar a ser testado
com NaCl 0,15 M, contendo CaCl, 5 mM e MnCl, 5 mM, em seguida, uma solugio de lectina
contendo 4 UH foi adicionada em cada tubo. Apos 30 minutos de incubagdo a 37 °C foram
adicionados a cada tubo, 400 ul de uma solug@o de eritrocitos de coelho a 2%. O ensaio foi
incubado a 37 °C por 30 minutos e depois deixado em repouso por mais 30 minutos a
temperatura ambiente, para entdo ser Vcentriﬁjgado a 2.000 x g por 30 segundos. Paralelamente
foi feito um ensaio da atividade hemaglutinante da mesma solug¢do de lectina na auséncia de
agucar (branco) e o grau de inibigdo de cada agucar determinado por comparagdo com o

branco. Os titulos de hemaglutinagido foram determinados como descrito no item 3.6.

3.13 Espectro de Absorcdo da Lectina de P.arvense

O espectro de absorgdo (200 a 340 nm) da lectina foi determinado utilizando-se um
espectrofotometro Genesys 5 (Spectronic), com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho

otico. A lectina (1 mg/ml) foi dissolvida em NaCl 0,15 M.




39

3.14 Determinagdo da Especificidade Sanguinea

Para determinar a especificidade sanguinea da lectina (2mg/ml), dissolvida em PBS 0,1
M pH 7,2, foram usados eritrocitos humanos do tipo A, B e O e eritrocitos de coelho, nativos
e tratados com as enzimas papaina, tripsina e bromelaina. Também foram usados eritrocitos
nativos de boi, porco, galinha e cabra. Para os ensaios de atividade hemaglutinante e

determinagdo dos titulos de hemaglutinag@o, foi seguida a metodologia descrita no item 3.6.

3.15 Determinagdo de Carboidratos Totais

A técnica descrita por DUBOIS ez al., (1956) foi usada na determinagdo do teor de
carboidratos da lectina de P.arvense. A lectina (5 mg/ml) foi dissolvida e dialisada contra acido
acético 1 M por 48 horas. A uma aliquota de 0,5 ml desta solug@o foram adicionados 0,5 ml de
fenol 5%, 2,5 ml de acido sulfurico concentrado e, apos agitagdo, a mistura foi deixada em
repouso por 15 minutos. Em seguida, foi feita a leitura da absorbancia a 490 nm. A
concentragdo de carboidratos foi estimada com relagio a uma curva padrio obtida com

glicose.

3.16 Termoestabilidade

A estabilidade térmica da lectina (2 mg/ml), dissolvida em NaCl 0,15 M contendo
CaCl, 5 mM e MnCl, 5 mM, foi determinada pela incubagdo em banho-maria a 70 °C.
Aliquotas foram retiradas a intervalos de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos, centrifugadas e

testadas para atividade hemaglutinante e dosagem de proteinas como previamente descrito.
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Para determinagdo do AG’ de ativagdo do processo de desnaturagdo foi calculada a

velocidade de reagdo (k;), que é dada pela inclinag@o da reta obtida na FIGURA 09 onde:

] b iy AT, WA

Sendo A a atividade hemaglutinante residual, A, a atividade hemaglutinante inicial e t o

% tempo em segundos.
% A velocidade de reagdo esta relacionada com a energia livre padrdo do estado ativado
r pela formula abaixo (DAWES, 1972):

AG’=RT x InkT
!_ kih
}% Onde R é a constante dos gases (1,9869 atm.°K.mol™), T ¢ a temperatura absoluta (°K), k é a
% constante de Boltzmann (1,37 x 107 ergs.°K™), k; ¢é a velocidade de reagdo e h ¢ a constante

de Planck (6,62 x 107 ergs.seg.™).

i 3.17 Efeito do EDTA Sobre a Atividade Hemaglutinante

A lectina (2mg/ml) foi dissolvida em NaCl 0,15 M contendo EDTA no intervalo de
‘c - 0,025 M a 0,25 M. As solugdes foram deixadas em repouso por 30 minutos, quando entdo foi

t feito o ensaio de atividade hemaglutinante conforme descrito no item 3.6.
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3.18 Determinagdo da Sequéncia N-terminal

A sequéncia N-terminal de aminoacidos da lectina e das subunidades foi determinada
em um sequenciador automatico Applied Biosystem 473A seguindo as instrugdes do

fabricante.

3.19 Isolamento das Subunidades da Lectina de P.arvense

As subunidades a e B da lectina de P.arvense foram isoladas por filtragdo em coluna de
BioGel P60 (2,5 x 65,0 cm) equilibrada e eluida com cloridrato de guanidina 6M, utilizando-se
um fluxo de 8 ml/h. Foram aplicados ao gel 30 mg da lectina purificada dissolvida em 2 ml da
solugd@o de equilibrio. As fragdes foram monitoradas a 280 nm. As subunidades isoladas foram

dialisadas contra agua destilada e liofilizadas.

3.20 Degradagdes Proteoliticas

A lectina de P.arvense (2mg/ml) dissolvida em bicarbonato de amonio 100 mM pH 8,0
contendo cloridrato de guanidina 1 M foi digerida por aproximadamente 15 horas com as
enzimas: tripsina - TCPK (Sigma) e quimotripsina (Sigma) na propor¢io enzima lectina de
1/100 (p/p).

As subunidades o e B isoladas foram também degradadas com elastase (Boehringer

Mannheim) utilizando-se as mesmas condig¢des.
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3.21 Isolamento dos Peptidios

Os peptidios obtidos enzimaticamente foram separados por cromatografia de fase
reversa em HPLC utilizando-se um cromatografo composto de um programador/detector
Pharmacia-LKB VWM 2141, uma bomba de gradiente Pharmacia-LKB 2249 e uma coluna
Nucleosil C18 (25 x 4 mm, particulas de 5 pm e poros de 100 A) da Macherey Nagel. Foi
utilizado um fluxo de 1ml/min e uma mistura de acido trifluoroacético (TFA) 0,1% em agua
(solug@o A) e acetonitrila (solugdo B) nas seguintes condigdes:

- Peptidios obtidos com tripsina: 5% de B por 5 minutos seguido de 5-45 % de B por
120 minutos e 45-70 % de B por 25 minutos.

- Peptidios obtidos com quimotripsina: 5% de B por 5 minutos, seguido de 5-40 % de
B por 70 minutos e 40-70 % de B por 30 minutos.

- Peptidios obtidos com elastase: 5 % de B por 5 minutos, seguido de 5-40 % de B por
105 minutos e 40-70 % de B por 30 minutos.

As fragdes foram monitoradas a 220 nm, coletadas manualmente, secas em SpeedVac
(Savant) e submetidas a analise de aminoacidos, a sequenciamento e a espectrometria de

massa.

3.22 Determinagdo da Massa Molecular das Subunidades

As massas moleculares das subunidades o e B foram determinadas por espectrometria
de massa do tipo ESI (Electro Spray Ionization) utilizando-se um instrumento Sciex API-III.

As massas dos peptidios isolados foram determinadas pela espectrometria de massa utilizando-
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se a técnica MALDI (Matrix-Assisted Laser Desorption Ionization) em um aparelho

Schimadzu MALDI-I usando-se acido a-ciano-cinimico saturado como matriz.

3.23 Anélise de Aminoacidos

A composigdo de aminoacidos da lectina de P.arvense e dos peptidios isolados foi
determinada em um analisador automatico de aminoacidos Pharmacia Alpha Plus apos
hidrolise das amostras com HCI 6N, a 110 °C, por aproximadamente 15 horas em ampolas
seladas e a vacuo. A lectina de P.arvense foi também submetida a diferentes tempos de
hidrolise (24, 48 e 72 horas) para uma determinagdo mais precisa da composicdo de

aminoacidos.

3.24 Experimentos de Cristalizacdo

Para os experimentos de cristalizag@o foi utilizado o método de “hanging-drop vapour
diffusion” em placas de cultura de tecido de 24 pogos. A lectina de P.arvense na concentragao
de 15 mg/ml em tampdo fosfato de sodio 50 mM pH 7,0, foi submetida a diferentes condigdes
de cristalizagdo misturando-se de 3 a 5 pl da solugdo de lectina com 2 a 5 ul dos varios
tampdes de cristalizagdo utilizados em diferentes concentragdes: citrato de sodio, sulfato de

aménio, polietilenoglicol de diferentes pesos moleculares, fosfato de sddio e acetato de sodio.
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3.25 Experimentos de Germinagdo de Sementes de P.arvense na Auséncia de Luz

Sementes de P.arvense padronizadas em relagdo ao peso (0,17-0,21g) foram colocadas
para germinar entre duas folhas de papel de filtro posicionados verticalmente em recipientes
contendo agua destilada e mantidos em cubas de germinagdo no escuro por 22 dias. A cada
trés dias foram coletadas plantulas, que apoés padronizagdo quanto ao tamanho, foram
separadas em cotilédones e eixo embrionario. Foram determinados o peso fresco e o peso seco
dos cotilédones e dos eixos das plantulas ao longo da germinagdo e estabelecimento da
plantula. As amostras obtidas dos diferentes dias foram liofilizadas e maceradas para serem
submetidas a eletroforese em gel de poliacrilamida, ensaio de atividade hemaglutinante e

dosagem de proteinas.

3.26 Atividade Mitogénica

Células mononucleares humanas foram separadas do sangue venoso heparinizado por
um gradiente de Ficoll-Hypaque e lavadas duas vezes com RPMI 1640 contendo penicilina
(100 U/ml) e estreptomicina (1pg/ml). Apos incubagdo a 37 °C por 1 hora, as células foram
lavadas novamente e ressuspensas em RPMI 1640 contendo os antibiéticos acima, L-glutamina
(2 mM), HEPES (10 mM) e 10 % de soro humano inativado por aquecimento em banho-
maria.

Células mononucleares humanas (2 x 10° células em 200 pl) foram colocadas nos
pogos de placas de microtitulagdo de fundo chato e estimuladas com solugdes de lectina de
P.arvense e lectina de Canavalia brasiliensis (Con Br) nas concentragdes de 1, 10, 50 e 100

pg/ml e Con Br na concentragdo de 10 pg/ml. Apos incubagdo a 37 °C em atmosfera de 5% de
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CO; por 2, 4 e 6 dias, a proliferagdo foi medida por espectrometria de cintilagdo liquida apos

pulsar as culturas por 5 horas com timidina triciada 1 pCi.




4 RESULTADOS

Os resultados da analise elementar sdo apresentados na TABELA 1 e comparados a

composi¢do minima das sementes de Pisum sativum.

4.2 Caracteristicas Morfologicas de Sementes e Anatomia de Raizes

As sementes apresentaram um peso médio de 0,14 g, um comprimento de 6,3 mm e 6,2
mm de largura, sendo assim caracterizada como uma semente levemente ovalada (FIGURA 1).
O hilo de caracteristicas diminutas tem cor pardacenta e micropila ndo visivel. As sementes tém
uma coloragdo marrom clara e aspecto liso. Os tegumentos sdo pouco diferenciados e os
cotilédones pequenos, brancos e lisos. Apds a germinacgdo, observou-se que o eixo radicula-
hipocotilo apresenta articulagdo. Foi visualizada uma raiz triarca com uma espessa camada de
células no periciclo e epiderme uniseriada composta de células quadrangulares de parénquima

cortical evidente (FIGURA 2A e 2B).
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TABELA 1 - Composigdo centesimal da farinha de sementes de Pisum arvense e de P.sativum.

Constituinte Pisum arvense Pisum sativum'
Umidade 11,95 10,17
Proteina Bruta® 25,29 23,61
Cinzas 2,26 3,41
Lipidios 3,78 1,08
Fibras 7,11 5,64
Carboidratos’ 49 61 56,09

'PISULEWSKI et al., 1983
*Nitrogénio Total x 6,25
* Calculado por diferenga




FIGURA 1 - Sementes de P.arvense




FIGURA 2 -Secgdo transversal (A) e longitudinal (B) da raiz primaria.
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4.3 Extragdo das Proteinas

Quando a farinha de P.arvense foi submetida a extragdo conforme o item 3.7.1 foram
obtidos os resultados apresentados na TABELA 2, onde podemos observar que o extrato
obtido com agua apresentou uma maior atividade total (UH/gF) quando comparado com o0s
extratos obtidos a partir de outras solugdes extratoras. Entretanto a extragdo com tampao
glicina levou a uma atividade especifica (UH/mgP) mais elevada. Podemos observar que a

quantidade de proteina total extraida aumenta com valores crescentes de pH.

4 4 Fracionamento das Proteinas

O extrato protéico (obtido conforme o item 3.7.2) foi submetido a precipitagdo com
sulfato de amonio conforme o esquema mostrado na FIGURA 3. Foi observado que a

atividade hemaglutinante se concentra no precipitado da fragdo 0/60 (TABELA 3).

4.5 Cromatografia de Afinidade em Sephadex G-100

A fragdo 0/60 quando submetida a cromatografia de afinidade em coluna de
Sephadex G-100 apresentou dois picos cromatograficos (FIGURA 4). O primeiro pico ndo
adsorvido era destituido de atividade hemaglutinante, enquanto o segundo pico (lectina),
eluido apenas com a solugdo de PBS contendo glicose 0,1 M, continha toda a atividade

hemaglutinante.




TABELA 2 - Determinagdo da melhor condigado de extragdo da lectina de P.arvense
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pH Proteina total Atividade total Atividade especifica
(mgP/gF) (UH/gF) (UH/mgP)
H,O 25,76 + 1,5 1.280 499
NaCl 2411+1,0 1.280 48,2
2,6 152+12 960 1277
4,0 9.89+0,3 960 97,1
6,0 59,29+ 8.5 1.280 21,6
8,0 75,72 £ 8,2 640 8.4
10,0 87,04 £ 6,2 640 7.3
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10g de farinha
+ 100 ml de agua destilada
+ contato com agitag@o por 4 horas

+ centrifugacdo 15.000 x g

20 min., 4°C
[ 1
Precipitado Sobrenadante (E;)
(descartado) + pH ajustado para 4,6
com HCI 3N
+ centrifugacdo 33.000 x g
20 min., 4°C
| |
Sobrenadante (E>) Precipitado
+ (NH4)2SO;4 q.5.p. 60% sat. (descartado)
+ repouso 4 horas
+ centrifugagdo 15.000 x g
20 min., 4°C
Sobrenadante (S 0/60) Precipitado (P 0/60)

+PBS 0,1 M pH 7,2
+ centrifugacdo 15.000 x g
20 min., 4°C

Sephadex G-100

FIGURA 3 - Esquema de fracionamento das proteinas de sementes de Pisum arvense.




TABELA 3 - Tabela de purificagdo da lectina de P.arvense
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Fragdo Proteina Total =~ Atividade total ~ Atividade especifica  Purificagdo
(mgP/gF) (UH/gF) (UH/mgP)
E, 2517+ 1,7 1.280 50,9 1,00
E; 823+12 640 77,8 1,53
Fragdo 0/60 1,98 +£0,2 400 202,0 3,97
Lectina' 1,62£0,2 1.664 1.027,2 20,20

' Obtida do Sephadex G-100




54

PII
09 }
PI PIII
0,7}
2
& 05¢f =
<4 -
o
=1
L%2)
03 } e
a
01} | J k

20 40 60 S0 100 120 140
FRACOES

FIGURA 4 - Cromatografia de afinidade da Fragdo 0/60 em Coluna de Sephadex G-100 (2.4
cm x 26,6 cm) equilibrada com tampao fosfato de sodio 0,01 M pH 7.2 e eluida
com a solugdo de equilibrio, seguida do mesmo tampao contendo glicose 0,1 M.
Amostra: 10 ml; Fluxo: 20 ml/h; Fragdes: 3,0 ml.
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4.6 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS e B-mercaptoetanol

A lectina, quando submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS na
presenga de B-mercaptoetanol, apresentou 2 bandas principais com pesos moleculares
aparentes de 18 e 6 kDa (FIGURA 5) que correspondiam respectivamente as cadeias 3 e o de

acordo com os padrdes eletroforéticos das lectinas pertencentes a tribo Vicieae.

4.7 Determinagdo da Massa Molecular

A lectina foi submetida a cromatografia de exclusdo molecular em coluna de Superose
12 HR 10/30, acoplada a um sistema de FPLC e apresentou apenas um pico correspondente a

massa molecular aparente de 41 kDa sugerindo uma estrutura dimérica a pH 7,0 (FIGURA 6).

4.8 Ensaio de Inibicdo da Atividade Hemaglutinante

A TABELA 4 mostra a concentragdo minima de agucar capaz de inibir uma unidade de
hemaglutinagdo. A atividade hemaglutinante da lectina de P.arvense foi melhor inibida por

6,25 mM de D-manose seguida por 18,75 mM de D-glicose.
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FIGURA 5 - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS e B-mercaptoetanol
da lectina de Pisum arvense. A- Marcadores de massa molecular: fosforilase B
(98 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase
carbdnica (29 kDa), mioglobina (21 kDa) e lisozima (14 kDa). B e C- Lectina

de P.arvense.
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FIGURA 6 - Determinagdo da massa molecular aparente da lectina de P.arvemse por
cromatografia de exclusdo molecular em Superose 12 HR 10/30 acoplada a
um sistema de FPLC. Marcadores de peso molecular: 1- tetraimero (104 kDa) e
2- dimero (52 kDa) da Con A; 3- albumina sérica bovina (66 kDa), 4-
ovalbumina (45 kDa) e 5- jacalina (39,5 kDa). A - Lectina de Pisum arvense.




TABELA 4 - Inibi¢do da atividade hemaglutinante por diferentes agucares

Aglcares Concentragio Minima (mM)'
a-D(+)-Manose 6,25

a-D (+)-Glicose 18,75
a-metil-manosideo 25,00
D(+)Glicosamina 100,00

Frutose 100,00
D(+)Galactose NI

'Concentragdo minima (mM) de agticar para inibigio de 1 UH

*Nio foi capaz de inibir mesmo na concentragdo de 1 M
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4.9 Especificidade Sanguinea

A lectina se mostrou inespecifica, sendo capaz de aglutinar hemacias do sistema ABO e
hemacias de coelho, tratadas ou ndo com enzimas proteoliticas, bem como hemacias nativas

de boi, porco, galinha e cabra (TABELA 5).

4.10 Espectro de Absor¢do da Lectina de Pisum arvense

A FIGURA 7 mostra o espectro de absorgdo da lectina de P.arvense dissolvida (1
mg/ml) em NaCl 0,15 M. O valor encontrado para o coeficiente de extingdo molar a 280 nm

foi igual a 14,81.

4.11 Determinagao de Carboidratos

Pelo método de DUBOIS (1956), a lectina de P.arvense ndo apresentou carboidratos

ligados quimicamente a sua estrutura protéica semelhante ao observado para lectina de

P.sativum .

4.12 Termoestabilidade

A incubagdo da lectina por diferentes tempos a 70 °C induziu uma redugdo gradual da
atividade hemaglutinante (FIGURA 8). O AG’ de ativagio do processo de desnaturacdo da

lectina foi de 23,12 kcal/mol a 70 °C. O célculo é feito a partir da FIGURA 9.
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TABELA 5 - Atividade hemaglutinante da lectina de P.arvense contra diferentes eritrocitos.

Eritrocitos (2 %) Atividade Hemaglutinante (UH/ml)

Nativo Tripsina Papaina Bromelaina
Humanos
A 16 16 32 32
B 32 32 64 128
o) 32 32 32 48
Animais
Boi 32 08 AN' AN
Cabra 32 " - =
Porco 64 - - =
Galinha 128 - - -
Coelho 512 2048 2048 2048

'AN: Atividade negativa
*Nzo determinado

N - Normal

T - Tripsina

P - Papaina

B - Bromelaina
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A 280

FIGURA 7 - Espectros de absor¢do das solugdes a 1 mg/ml das lectinas de P.arvense (— ) e
P.sativum (— ) dissolvidas em NaCl 0,15 M.
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FIGURA 8 - Atividade hemaglutinante residual da lectina de P.arvense apds tratamento

térmico a 70 °C.
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FIGURA 9 - Grafico de In A/A, versus tempo de aquecimento da lectina de P.arvense na
temperatura de 70 °C.
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4.13 Efeito do EDTA na Atividade Hemaglutinante

Quando a lectina de P.arvense foi submetida ao ensaio de hemaglutinagdo na presenca
de EDTA, verificou-se que uma concentragdo de 0,1 M deste composto aboliu completamente

a aglutinagdo dos eritrocitos.

4.14 Sequéncia N-Terminal da Lectina de P.arvense

A partir da lectina nativa, foram obtidas dois residuos em cada ciclo de sequenciamento
na proporgdo molar de 1:1
v,7), (g,T7), (s,T), (Y",T), (T,S), (L,F), (L,S), (D,I), (V,T),
(v,x), (s,¥), (s,L), (X,P), (D,X), (V,Q), (V,Q), (N,P), (L,E),
(w,1), (F,V)
que podem ser alinhadas com as sequéncias N-terminais das cadeias o e B da lectina de

P.sativum (Swiss-Prot http://expasy.hcuge.ch)

Cadeia B (P.sativum) Cadeia B (P.sativum)
TETTSFLITKFSPDQONLIF TETTSFLITKFSPDQONLIF
Cadeia a (P.sativum) Cadeia o (P.sativum)
VTSYTLSDVVSLKDVVPEWV VTSYTLSDVVSLKDVVPEWV

4.15 Isolamento das Subunidades a e B da Lectina de P.arvense

Através de filtragdo em BioGel P-60, dois picos foram obtidos, correspondendo a

cadeia B (primeiro pico) e a cadeia a (segundo pico) (FIGURA 10).
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A 280 nm

FIGURA 10 - Isolamento das subunidades f3 e o por cromatografia de exclusio molecular em
coluna de Bio Gel P-60 (2,5 x 65,0 cm) equilibrada e eluida com cloridrato de
guanidina 6M. Amostra: 30 mg da lectina de Pisum arvense Fluxo: 8,0 ml/h
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4.16 Isolamento dos Peptidios

Através de cromatografia de fase reversa em coluna Nucleosil C18 acoplada a HPLC
foram obtidos diferentes peptidios provenientes das hidrolises com as proteases utilizadas

(FIGURA 11,12 ¢ 13).

4.17 Determinagdo das Massas Moleculares

A subunidade B da lectina de P.arvense apresentou por espectrometria de massa ESI
(electrospray ionization) apresentou cinco ions protonados de +17 (1177 Da) a +13 (1538 Da)
a partir dos quais foi calculada a massa molecular de 19.986 + 1,8 Da (FIGURA 14).

A cadeia o0 mostrou uma mistura de ions correspondendo a massas moleculares de
5849+ 1,4 Da, 5592 £0,3 Dae 6.172 £ 0,3 Da (FIGURA 15).

As massas moleculares dos peptidios isolados foram determinadas através da
espectrometria de massa do tipo MALDI para confirmagdo da composi¢do de aminoacidos dos

respectivos peptidios.

4.18 Composi¢do de Aminoacidos

A composi¢do de aminoacidos da lectina de P.arvense é apresentada na TABELA 6.
Os aminoacidos encontrados com valores percentuais mais elevados foram acido
aspartico/asparagina € treonina, enquanto que para histidina e arginina foram observados os

menores percentuais. Nao foram detectados aminoacidos sulfurados.
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FIGURA 11 - Cromatografia de fase reversa em HPLC em coluna de Nucleosil C 18 dos

peptidios obtidos pela digestdo da lectina de P.arvense por tripsina.




67

257 911141819 293134 37 3940
20

A220

41

4243

10 20 30 40 50 60 70 &0 90 100 110 120
TEMPO (min)

FIGURA 12 - Cromatografia de fase reversa em HPLC em coluna de Nucleosil C 18 dos

peptidios obtidos pela digestdo da subunidade 3 da lectina de P.arvense por
quimotripsina.
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FIGURA 13 -

Cromatografia de fase reversa em HPLC em coluna de Nucleosil C 18 dos
peptidios obtidos pela digestdo da lectina de P.arvense por elastase.
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FIGURA 14 - Espectro de massa ESI da subunidade B da lectina de Pisum arvense
determinado em um apareltho SCIEX modelo API-IIL
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FIGURA 15 - Espectro de massa ESI da subunidade o da lectina de Pisum arvense

determinado em um aparelho SCIEX modelo API-IIIL.




TABELA 6 - Composi¢ao de aminoacidos da lectina de Pisum arvense

AMINOACIDO Mol. %
Asparagina, Aspartico (N,D) 12,09
Treonina (T) 11,33
Serina (S) 9,63
Glutamina, Glutamico (Q,E) 9,16
Prolina (P) 3,59
Glicina (G) 7,37
Alanina (A) 8,59
Valina (V) 9,35
Metionina (M) ND'
Isoleucina (I) 4,44
Leucina (L) 6,14
Tirosina (Y) 3,97
Fenilalanina (F) 6,80
Histidina (H) 1,32
Lisina (K) 3,87
Arginina (R) 2,36

! Ndo Detectado
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4.19 Determinagdo da Sequéncia de Aminoacidos

A FIGURA 16 representa a sequéncia de aminoacidos das subunidades B e a
juntamente com os peptidios a partir dos quais as sequéncias foram determinadas. Para a
cadeia B foram encontrados 181 aminoacidos. Entretanto, para alguns segmentos de
aminoacidos da cadeia § ndo foram encontrados peptidios correspondentes. Com relagéo a

cadeia o foram encontrados 53 aminoacidos.

4.20 Experimentos de Cristalizagdo

Sob as condigdes de cristalizagdo utilizadas para a lectina de P.arvense foi
observado crescimento de microcristais que até o momento ndo permitem resultados

utilizaveis de difragdo de raios X.

4.21 Ultracentrifugacdo Analitica

O coeficiente de sedimentagdo observado por ultracentrifugagdo analitica para a
lectina de P.arvense foi de 4,31 S (FIGURA 17), que corresponde a uma massa molecular
de 50.000 Da. Este resultado indica que a lectina apresenta-se na forma (o), como outras

lectinas pertencentes a mesma tribo.
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B (M+H' = 19986 + 2 Da)*
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FIGURA16-Sequéncia de aminoacidos das cadeia 3 e o da lectina de P.arvense alinhadas

com as sequéncias da cadeia B e o da lectina de P.sativum.. As sequéncias
sublinhadas foram confirmadas pelo sequenciamento automatico.

* Valores determinados por espectrometria de massa ESI.

** Massas moleculares dos peptidios determinadas por espectrometria de massa MALDIL
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FIGURA 17 - Coeficientes de sedimentag@o e difusdo da lectina de Pisum arvense (1 mg/ml
em PBS 20 mM, CaCl, 1 mM e MnCl, 1 mM pH 7,0). Coeficiente de

sedimentagdo: 4,318 correspondendo a uma massa molecular de 50 kDa.
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4 22 Germinagdo de Sementes de P.arvense na Auséncia de Luz

Através de PAGE-SDS dos extratos obtidos a partir dos cotilédones coletados ao
longo da germinagdo no escuro, observou-se que as proteinas de massas moleculares
aparentes elevadas foram degradadas ao longo da germinagdo, enquanto as bandas protéicas
correspondentes a lectina persistiram durante o periodo de germinag@o e estabelecimento da
plantula (FIGURA 18). Ao final deste periodo, as plantulas apresentavam-se estioladas. De
maneira semelhante, a atividade hemaglutinante foi detectada nos extratos de cotilédones

obtidos durante a germinag¢do (FIGURA 19).

4.23 Atividade Mitogénica

Os resultados mostrados na FIGURA 20 indicam que a lectina de P.arvense foi
eficiente em induzir a proliferagdo de linfocitos humanos. Os melhores resultados foram
observados quando foram utilizadas as doses de 50 e 100 pg/ml com o tempo de incubagio
de 4 dias. A lectina de P.arvense mostrou-se um mitégeno menos potente que a Con Br nas

doses testadas.
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FIGURA 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenga de SDS e B-mercaptoetanol
dos extratos de cotilédones dos diferentes dias de germinagdo (0-22). A e

B: Lectina de P.arvense.
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FIGURA 19 - Atividade hemaglutinante e dosagem de proteinas nos extratos de cotilédones
obtidos a partir de diferentes dias de germinagao.
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FIGURA 20 - Incorporagdo de timidina-3H (CPM) por células mononucleares humanas

estimuladas pela lectina de P.arvense nas concentragdes de 1, 10, 50 e 100

pg/ml (incubagdo por 2, 4 e 6 dias) comparada a dose de 10 pg/ml da Con

Br.
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5 DISCUSSAO

A composi¢do centesimal das sementes de P.arvense € semelhante aquela das sementes
de P.sativum (PISULEWSKI e al, 1983). O elevado teor de proteinas observado em
sementes de P.arvense (25,29 %) é de consideravel interesse devido ao fato desta espécie ser
utilizada como forragem no sul do Brasil.

Na obtengdo de extratos da farinha de P.arvense, utilizando-se diferentes solugdes, foi
observado que a extragdo com agua foi mais eficiente em relagdo a atividade total (UH/gF).
Por este motivo optou-se por realizar a extragdo com agua, a mesma descrita por
TROWBRIDGE (1974) para o isolamento da lectina de P.sativum.

Durante a etapa de precipitagio com sulfato de amonio foi observado que a P0O/60
concentra toda a atividade hemaglutinante. Esta fracdo, quando submetida a cromatografia de
afinidade em coluna de Sephadex G-100, é eluida em dois picos distintos, sendo que o
primeiro deles ndo interage com o gel e o segundo somente € eluido com glicose presente no
tampdo de elui¢do ou por diminuigdo do pH (tampao glicina-HCI 0,1 M pH 2.6). O rendimento
obtido € considerado satisfatorio, desde que aproximadamente 500 a 600 mg de lectina pura
puderam ser obtidos partindo-se de um kg de farinha das sementes. Este rendimento €
comparavel aqueles obtidos para outras lectinas de espécies vegetais da mesma tribo
(CAVADA, 1985).

Em eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS e B-mercaptoetanol, a
lectina apresenta duas bandas principais, similares aquelas de outras lectinas de Vicieae. Estas
bandas foram denominadas de B (18 kDa) e a (6 kDa) como empregado para lectinas de

Pisum, Lathyrus, Lens e Vicia (ROUGE & CAVADA, 1984). Algumas bandas protéicas
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minoritarias entre as cadeias o e B sugerem a presenga de fragmentos proteoliticos da cadeia f3
como ja observados para a lectina de P.sativum (VAN DRIESSCHE e al., 1982), bem como a
presenga de uma fragdo protéica de 28 kDa que corresponde ao precursor da lectina
(LAUWEREYS et al., 1983). A lectina apresentou uma massa molecular aparente nativa da
ordem de 41 kDa quando submetida a cromatografia de exclusio molecular em coluna de
Superose 12 HR 10/30 acoplada a um sistema de FPLC. O coeficiente de sedimentagdo de 4,3
S, que corresponde a uma massa molecular de 50 kDa, sugere uma forma dimérica para a
lectina em pH 7,0, em concordancia com a estrutura da lectina de P.safivum, que assume a
forma de dimero (o), (EINSPAHR ef al., 1986). Os pesos moleculares das cadeias o e
determinadas por ESI correspondem aqueles estimados por eletroforese em gel de acrilamida
em presenga de SDS. A diferenga encontrada entre o valor de massa molecular determinada
por FPLC e o valor encontrado pelos demais métodos, se deve provavelmente as limitagdes da
técnica que determina a mobilidade da proteina na coluna refletindo assim apenas uma
aproximag@o do valor real.

Segundo TROWBRIDGE (1974) a lectina de P.sativum apresenta menos que 0,5% de
carboidratos enquanto ENTLICHER et al. (1970) encontrou um teor de 0,3%. Estes autores,
por obterem estes conteiidos baixos de carboidratos, ndo consideram a lectina de P.sativum
como sendo glicoproteina. A analise quantitativa de carboidratos (método fenol-sulfiirico)
mostrou que a lectina de P.arvense ndo apresenta carboidratos em sua estrutura.

Entre os agucares testados, foram a glicose e a manose 0s mais potentes em inibir a
atividade hemaglutinante da lectina de P.arvense sendo que este ultimo foi mais eficiente que
a glicose, como ja observado para a lectina de P.sativum (HOSSELET ef al., 1983;
GATEHOUSE & BOULTER, 1980). Esta lectina aglutinou eritrocitos do sistema ABO de

modo semelhante a lectina de P.sativusn (HOSSELET et al., 1983) e foi também capaz de
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aglutinar eritrocitos nativos de boi, porco, galinha, cabra e coelho. Estes resultados sugerem
que a lectina deve reconhecer nessas membranas eritrocitarias diferentes receptores glicidicos
contendo seus monossacarideos inibidores como manose ou glicose.

A lectina de P.arvense mostrou-se eficaz em estimular a proliferagdo de linfocitos
humanos. Entretanto os valores observados nas doses de 50 e 100ug de lectina/ml foram
menores do que aqueles apresentados pela Con Br na dose de 10 pug/ml. BARRAL-NETTO et
al. (1992) observaram diferengas significativas entre a estimulagdo causada por lectinas de
sementes de espécies da mesma tribo, e supde que estas podem apresentar diferengas na
especificidade fina por carboidratos. E possivel que a estrutura tridimensional diferente das
duas lectinas e portanto do sitio de ligagdo a carboidratos seja a razdo para as diferengas
encontradas entre estas lectinas de mesma especificidade.

O tratamento térmico da lectina de P.arvense a 70°C, por 10 minutos induziu a perda
de 70 % de sua atividade hemaglutinante. A energia de ativagdo do processo de desnaturacdo
(23,12 kcal/mol), pode ser comparada aquelas encontradas para as lectinas de Phaseolus
vulgaris e de soja, 23,09 e 25,10 kcal/mol respectivamente (MOREIRA, 1975). Estas lectinas
sdo sensiveis a desnaturac@o pelo calor. Apos ensaio de hemaglutinacdo na presenga de EDTA
0,1 M, a lectina de P.arvense ndo apresentou atividade hemaglutinante, sugerindo que esta
proteina, assim como muitas lectinas vegetais ( LIS & SHARON, 1990; VASCONCELOS et
al., 1991; MOREIRA et al., 1991), necessita da presenga de ions para manuten¢do da sua
atividade biologica. Na lectina de C.ensiformis a presenga de ions metalicos coordenados na
molécula € essencial para a formagdo e estabilizagio estrutural do sitio de ligagdo a
carboidratos (SHARON & LIS, 1989). Segundo ENTLICHER ef al. (1970), a lectina de

P.sativum também requer ions metalicos em sua estrutura para interagir com carboidratos.
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A sequéncia N-terminal de aminoacidos das cadeias o e B da lectina de P.arvense ¢
idéntica aquelas das cadeias 3 e a da lectina de P.sativum, este fato evidencia um elevado grau
de identidade em suas sequéncias primarias, fato comum entre as lectinas de leguminosas
(CAVADA et al., 1993).

A composi¢do de aminoacidos da lectina de P.arvense € similar a composi¢ao de outras
lectinas da tribo Vicieae, sendo particularmente rica em acido aspartico e treonina e nao
apresentando residuos de metionina e cisteina. Apos a degradagdo proteolitica da lectina de
P.arvense com tripsina, quimotripsina e elastase, a sequéncia de aminoacidos foi determinada a
partir da superposi¢do dos peptidios obtidos com a sequéncia de aminoacidos da lectina de
P.sativum. Para alguns segmentos de aminoacidos da cadeia B ndo foram encontrados
peptidios correspondentes. A cadeia o da lectina de P.arvemse € constituida de 53
aminoacidos. Toda a sequéncia de aminoacidos para a qual foram encontrados peptidios €
idéntica a sequéncia de aminoacidos da lectina de P.sativum. A subunidade B apresentou uma
massa molecular de 19.986 + 1,8 Da, correspondendo ao valor encontrado para a cadeia  da
lectina de P.sativum dos residuos 1 a 181. Para a subunidade o foi encontrado o valor de
5.592 + 0,3 Da que equivalente a massa molecular dos residuos 1 ao 53 da cadeia o daquela
lectina. Durante o processamento das lectinas de espécies pertencentes a Tribo Viceae, a pro-
lectina € clivada pela agdo enzimatica de uma apos a tradug@o originando as subunidades o €
endopeptidase (HIGGINS ef al., 1983* HIGGINS ef al., 1983"). Durante esta clivagem,
varios residuos sdo removidos da regido de ligagdo entre as duas cadeias. Segundo
RICHARDSON et al. (1978) e HEMPERLY et al. (1979), o aminoacido C-terminal da cadeia
B da lectina de P.sativum é Asn-187. O aminoacido C-terminal encontrado para a lectina de
P.arvense foi Asn-181 em concordancia com os resultados obtidos por EINSPAHR ez al.

(1986) para o residuo C-terminal da cadeia B da lectina de P.sativum. Entretanto, o residuo C-




83

terminal encontrado para a cadeia o de P.arvense foi Lys-234 diferindo daquele encontrado
para a lectina de P.sativun por RICHARDSON et al. (1978) e HEMPERLY ef al. (1979) que
foi GIn-234 e também daquele encontrado por EINSPAHR ef al., 1986, que foi Ser-239. A
porgdo C-terminal das lectinas pertencentes a tribo Vicieae ¢ bastante variavel devido a
possivel remogdo de varios residuos de aminoacidos (EINSPAHR ez al., 1986).

Os coeficientes de extingdo (E 1cm, 1%) encontrados para as lectinas de P.arvense e de
P.sativum foram de 14,8 e 16,8 respectivamente. O valor de encontrado para a lectina de
P.sativum foi semelhante aquele encontrado por VAN DRIESSCHE ez al. (1982). Como
estas proteinas apresentaram estrutura primaria semelhante sendo observado apenas a auséncia
de alguns aminoacidos em ambas as cadeias esperava-se que os coeficientes de extingdo
fossem iguais. Entretanto a composi¢do de aminoacidos da por¢do C-terminal da lectina de
P.sativum ndo apresentada pela lectina de P.arvenmse possui aminoacidos carregados
negativamente em valores proximos a neutralidade podendo refletir em uma melhor
solubilizagdo da proteina. Por outro lado, a lectina de P.sativum utilizada para esta
determinagdo foi obtida comercialmente, e sabendo-se que preparagdes protéicas diferentes
podem exibir solubilidade diferenciada, este fato pode ter levado a uma concentragdo diferente
da lectina em solugdo, diminuindo o E;cm, 1%.

A controvérsia se os taxa P.sativum e P.arvense constituem uma unica espécie ¢ antiga
e ainda pertinente. Em relagdo a lectina podemos afirmar que apresentam proteinas
semelhantes, restando entretanto, a resolugdo da estrutura de P.arvense por difragdo de raios
X de seus cristais. A FIGURA 17 representa a estrutura tridimensional da lectina de P.sativum.
Como a lectina de P.sativum e a lectina de P.arvense sdo idénticas a nivel de sequéncia de
aminoacidos, suas estruturas tridimensionais também o sdo.

Apoés a germinagdo das sementes de P.arvense no escuro, foi observado através de

eletroforese em gel de poliacrilamida, que as proteinas de massas moleculares aparentes mais




FIGURA 17 - Estrutura tridimensional da lectina de P.sativum.
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elevadas eram mobilizadas ao longo da germinagdo, enquanto as bandas protéicas
correspondentes a lectina persistiram durante todo o experimento que teve 22 dias de duragéo.
A presenga da lectina foi confirmada pela atividade hemaglutinante durante o mesmo periodo.
A lectina parece entdo ser metabolizada mais lentamente que outras proteinas encontradas nos
cotilédones. Segundo PEUMANS & VAN DAMME (1995), as plantas acumulam parte do
nitrogénio na forma de proteinas que se ligam a carboidratos que podem ser usadas como
proteinas de defesa passiva. Desta forma o fato de permanecer intacta até o final da

germinagdo pode ser um indicativo do seu papel de defesa durante este periodo.




6 CONCLUSOES

1. A lectina presente em sementes de Pisum arvense é do tipo glicose/manose e apresenta uma

massa molecular de 50 kDa.

2. A lectina estrutura-se como um dimero (af3),, sendo desta forma composta de duas cadeias
polipeptidicas distintas denominadas o e 3 que associadas por interacdes ndo covalentes

constituem a subunidade estrutural da proteina. As massas moleculares para estas cadeias

polipeptidicas foram determinadas como sendo 5.591 e 19.986 Da, respectivamente.

3. A lectina de P.arvense apresenta um AG’ de ativagdo do processo de desnatura¢do de 23
kcal/mol na temperatura de 70 °C, um coeficiente de extingdo de 14,8, possui ions metalicos

associados a sua estrutura e ndo apresenta carboidratos ligados covalentemente.

4. A lectina de P.arvense aglutinou eritrocitos humanos do sistema ABO, coelho e boi ndo
tratados e tratados com enzimas proteoliticas. Aglutinou também hemacias nativas de
cabra, porco e galinha bem como mostrou ser mitogénica para linfocitos humanos do

sangue periférico.

5. A composi¢do de aminoacidos da lectina de P.arvense foi similar a composi¢do de
aminoacidos de outras lectinas da tribo Vicieae, se mostrando particularmente rica em

acido aspartico + asparagina e treonina. A identidade de sequéncia de aminoacidos das

lectinas de P.arvense e P.sativum é de 100 %.
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6. De acordo com o estudo da germinagdo das sementes de P.arvense na auséncia de luz, os
resultados sugerem que a lectina ndo € uma proteina de reserva classica e que pode ter

uma outra fungio durante a germinagdo da planta.
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