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RESUMO

As sementes deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . a r v e n s e contém uma lectina do tipo glicose/manose que foi

cada por cromatografia de afinidade em Sephadex G-100. A lectina assim obtida

esentou um peso molecular de 50 kDa quando analisada por ultracentrifugação analítica.

- e valor foi confirmado por PAGE-SDS, Filtração em gel de Supero se e Espectrometria de

sa ESI. Esta lectina apresentou duas cadeias polipeptídicas distintas denominadas deONMLKJIHGFEDCBAa e ~

_ "as massas moleculares foram 5.591 Da e 19.986 Da, respectivamente. A lectina é

tituída pela associação dessas subunidades formando um dímero do tipo (a~h . A análise

aminoácidos mostrou que esta lectina tem composição semelhante aquela de outras lectinas

- tribo V i c i e a e . Sua estrutura primária apresentou 100 % de identidade de sequência quando

parada à lectina de P . s a t i v u m . A lectina apresentou umEDCBAL \G ' de ativação do processo de

turação de 23 kcallmol na temperatura de 70°C e um coeficiente de extinção igual a 14,8.

lectina foi capaz de aglutinar eritrócitos humanos do tipo ABO, eritrócitos de coelho e

tratados ou não com enzimas proteolíticas. Foi capaz ainda de aglutinar eritrócitos de

Ta, porco e galinha. A lectina de P . a r v e n s e se mostrou mitogênica para linfócitos humanos

sangue periférico. Experimentos de germinação no escuro apontaram que a lectina de

· e n s e é mobilizada mais tardiamente quando comparada a outras proteínas cotiledonares.



ABSTRACT

eeds of the leguminous plantXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP i s u m a r v e n s e showed to contain a glicose/mannose-

espeeific lectin that was purified by affinity chromatography on Sephadex G-100 column. The

-- ed lectin exhibit a native molecular weight of 50 kDa by analytical centrifugation. This

has been confirmed by SDS-PAGE, size exclusion chromatography on Supero se 12 HR

~O and Electron Spray Ionization (ESI) experiments. P . a r v e n s e lectin showed to be

srituted oftwo distnct sub-units,ONMLKJIHGFEDCBAa and f3, 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

_. The amino acid composition of P . a r v e n s e lectin showed to be very similar those

ed to the V i c i e a e tribe. The primary structure exhibited 100 % of homology with the

of the closely related species P . s a t i v u m . The dG' for the desnaturating process was 23

moI at 70°C and extinction coefficient of 14.8. The lectin was able to agglutinate almost at

same leveI native and enzyme-human blood groups ABO. The strongest agglutination was

.•.••..•served against rabbit native and enzyme treated erythrocytes. The lectin induced mitogenisis

an peripheral blood lymphocytes. Germination studies without light showed that the

i mobilized later when compared with other storage proteins.



1 INTRODUÇÃO

Considerações Gerais

O termo lectina (do Latim "legere") significa escolher e foi aplicado devido a

.edade destas proteínas aglutinar seletivamente eritrócitos humanos de um grupo

especifico. PEUMANS & VAN DAMME (1995) definem lectinas como proteínas vegetais

ossuem pelo menos um domínio não-catalítico capaz de ligar-se reversivelmente a mono

oligossacarídios específicos Como muitas lectinas são capazes de se ligar a diferentes

. , itos sem apresentar especificidade, a denomínação aglutinina, que é usada como

S:lÓIlllmo, seria mais apropriada. Esta definição sugere que estas proteínas sejam

ceeessariamente multivalentes, desta forma muitas proteínas que possuem homologia estrutural

acidade de ligação a carboidratos, mas que são incapazes de promover a aglutinação de

as por possuírem apenas um sítio de ligação a carboidratos não se adequam a esta

- ição. PEUMANSONMLKJIHGFEDCBA& VAN DAMME (1995) classificam as lectinas com base em sua

esmrtura, em três grupos: merolectinas, hololectinas e quimerolectinas. As merolectinas

em apenas uma cadeia polipeptídica e um único sítio de ligação a carboidratos, não

possuindo, portanto, atividade hemaglutinante. As hololectinas são semelhantes às

olectinas, todavia possuem dois ou mais sítios de ligação a carboidratos, sendo desta

capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Tanto as merolectinas

o as hololectinas possuem apenas domínios de ligação a carboidratos, enquanto as

- erolectinas possuem além deste sítio, um outro domínio não relacionado que apresenta
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idade biológica distinta e independente. As quimerolectinas podem ou não, apresentar

idade hemaglutinante, dependendo do número de sítios de ligação a açúcares.

Lectinas de Leguminosas

Muitas lectinas de leguminosas têm sido isoladas e caracterizadas pelo fato de estarem

lamente distribuídas nas espécies pertencentes a esta família como também por serem

ente purificadas através de cromatografia de afinidade com um grau de pureza bastante

lido. Nestas sementes, as lectinas estão presentes em grandes quantidades nos corpos

éicos e em quantidades menores em outras partes da planta. Uma comparação entre

íecanas de leguminosas mostra que elas partilham muitas propriedades. Todas são compostas

monômeros de massa molecular semelhante (25-30 kDa). Cada monômero apresenta

E)e::laS um sítio de ligação a carboidratos, desta forma, para que estas proteinas apresentem

idade hemaglutinante é necessária a interação entre os monômeros formando a estrutura

. ernária, que pode ser um dímero ou um tetrâmero. As lectinas desta família podem ter

2;)e!llllS uma cadeia polipeptídica ou podem apresentar duas cadeias formando os monômeros .ONMLKJIHGFEDCBA

. l , . . . . , . ~ . . ,extraídas de espécies pertencentes à triboXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAV i c i e a e são compostas de dois tipos de

'5ú.JWli·dades,uma cadeia leve ( a ) e uma cadeia pesada (P) de pesos moleculares em tomo de 6

e 20 kDa, respectivamente. As cadeias a e p interagem formando dímeros do tipo (aP)2

peso molecular em tomo de 52 kDa. Lectinas dos gêneros P i s u m , L a t h y r u s , L e n s e V i c i a

encem a este grupo, entretanto a lectina de L a t h y r u s s p h a e r i c u s apresenta atipicamente

só cadeia polipeptídica (RICHARDSON e t a l . , 1987). Lectinas extraídas de espécies

encentes a outras tribos desta família apresentam em geral apenas um tipo de subunidade

peso molecular próximo a 25 kDa, que se combinam para formar dímeros ou tetrâmeros.
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Quanto a afinidade por açúcares simples, as lectinas foram classificadas em quatro

s dependendo da configuração relativa dos carbonos 3 e 4 do anel piranosídico: grupo I

~- cose), grupo 11(D-galactose, Nsacetil-galactosamina), grupo m (D-glicose, D-manose) e

_ po IV (D-idose, L-glicose e L-xilose) (MAKELA, 1957). A especificidade das lectinas tem

determinada pela combinação de ensaios de inibição e cromatografia de afinidade

EBRAYONMLKJIHGFEDCBA& ROUGÉ, 1984; WUXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a l . , 1992; DEBRAY e t a l . , 1994) e pode-se observar

muitas lectinas, apesar de pertencerem a um mesmo grupo, apresentam diferenças na

.dade por carboidratos quando oligossacarídios mais complexos são testados. Esta

servação sugere que outros sítios interagem com estes carboidratos fora do sítio de ligação a

ossacarídios acarretando a estas diferenças na especificidade fina por açúcares. Lectinas de

~UIDJ'Lnosaspossuem uma região na estrutura tridimensional rica em aminoácidos hidrofóbicos

idade hidrofóbica) que liga-se a P-(O-iodofenil)-O-glicopiranosídio (ROUGÉ e t a i ,EDCBA1987 ).

A maioria das lectinas a uma cadeia é inibida por N-acetil-galactosamina (GalNac),

ose e seus derivados. As lectinas a duas cadeias são inibidas por glicose (Glc), manose

) e derivados. Apesar de apresentarem somente uma cadeia, a lectina de sementes de

. • . • • . • .,• • . •v a l i a e n s i f o r m i s (Con A) e outras lectinas dos gêneros C a n a v a l i a e D i o c l e a são inibidas

glicose, manose e derivados. Há também casos onde a mesma planta contém lectinas que

- totalmente diferentes na especificidade por carboidratos, como observado para a espécie

. c r a c c a , que contém uma série de isolectinas que se ligam a N-acetil-galactosamina

-;nIGER, 1977) e ao mesmo tempo uma segunda lectina específica por glicose/manose

• UMANN e t a l . , 1982). Ao fazer uma comparação da sequência N-terminal de ambas as

as de V . c r a c c a observamos que estas sequências são similares. Entretanto a semelhança

a lectina específica por glicose/manose e outras lectinas de mesma especificidade, como

ectinas de ervilha e lentilha, é maior que entre as lectinas obtidas a partir desta espécie

_ UMANN e t a l . , 1979 ).
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Enquanto a sequência de aminoácidos fornece uma idéia da estrutura da proteína, a

osição de aminoácidos não diz muito a respeito da estrutura terciária, já que lectinas e

cu.:rcilS proteínas da mesma planta podem ter composição de aminoácidos muito parecidas. As

as de leguminosas são geralmente ricas em ácido glutâmico, glutamina, ácido aspártico,

aragina, serina e treonina, mas pobres em aminoácidos sulfurados.

A determinação da estrutura de lectinas permite uma caracterização mais detalhada do

o de ligação a carboidratos, como a sua localização na molécula e mudanças que ocorrem

. estrutura em resposta à ligação ao açúcar. Como a função destas moléculas ainda não está

letamente elucidada e como tem sido aceito que a capacidade de ligação a açúcares é

para que a atividade biológica seja expressa, estudos dessa natureza são fundamentais.

Estudos sobre a estrutura tridimensional de várias lectinas de leguminosas têm sidoONMLKJIHGFEDCBA

L • • • • • • •lizados, onde técnicas modernas como difração de raios X (ROUGÉXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a l . , 1991) e

- nância nuclear magnética (ASENSIO e t a l . , 1995) têm sido empregadas. A Con A foi a

. eira lectina a ser isolada e purificada, bem como foi também a primeira a ter a estrutura

lvida por métodos cristalográficos (EDELMAN e t a I . , 1972). Posteriormente a sua

tura a uma resolução de 2,4 AO (HARDMANN et al., 1972). Para a lectina de ervilha

. s a t i v u m ) foi publicado um estudo com a estrutura definida a 2,0 AO (EINSPAHR e t a I . ,

3 . A lectina de C a n a v a l i a b r a s i l i e n s i s teve sua estrutura tridimensional e quaternária

erminada por SANZ-AP ARÍCIO e t a I . (1997). Outras lectinas de leguminosas têm sido

crisralizadas, como a lectina de ervilha ( P i s u m s a t i v u m ) (EINSP AHR e t a I . , 1986), V i c i a f a b a

\"-I-..L.n~ & BECKER, 1986), isolectina I de L a t h y r u s o c h r u s (BOURNE et al., 1990), cadeia

toxina de sementes de R i c i n u s c o m m u n i s (RUTEMBER & ROBERTUS, 1991),

doim ( A r a c h i s h y p o g e a ) (BANERJEE e t a l . , 1994), soja ( G l y c i n e m a x ) (DESSEN e t a I . ,
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5, lentilhaXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA( L e n s c u l i n a r i s ) (LORIS e t a l . , 1994), e de G r i f f o n i a s i m p l i c i f o l i a

ELBAERE e t a i . , 1 9 9 3 ) .

Apesar das diferenças entre as estruturas primárias das lectinas a uma cadeia (Con A e

crina de G r i f f o n i a s i m p l i c i f o l i a ) e a duas cadeias (lectina de P . s a t i v u m eEDCBAVj a b a ) e das

- enças na especificidade por carboidratos, a estrutura tridimensional destas proteínas é

. o parecida. As subunidades são basicamente formadas de duas folhasONMLKJIHGFEDCBAf 3 antiparalelas.

e não ocorre a presença de a-hélices. Os sítios de ligação a carboidratos, íons metálicos,

iduos hidrofóbicos e até moléculas de água são altamente conservados (LORIS e t a I.,

4).

Estudos sobre a influência de determinados resíduos de arninoácidos na especificidade

r carboidratos têm sido realizados, como por exemplo a substituição da Asn-125 na lectina

ervilha por Asp, elimina completamente a atividade de ligação a carboidratos (V

JDEN e t a l . , 1992), e se os resíduos nas porções vizinhas são trocados, a especificidade é

erada (HOEDEMAKER e t a l . , 1993). A substituição de outros resíduos pode levar a

~ erações nas características destas proteínas. HOEDEMAKER e t a I. (1993) observou que a

stituição da VaI 103 por Ala diminui significativamente a estabilidade térmica da lectina de

ervilha. Esta substituição tem consequências práticas, já que muitas lectinas são tóxicas para o

mem e animais, alterações neste sentido poderiam levar a construção de plantas com lectinas

teradas geneticamente que pudessem exercer seu papel biológico na planta e que também

fossem facilmente inativadas no trato digestivo de animais de sangue quente (RÜDIGER,

1997).

Lectinas de uma determinada espécie podem ocorrer como famílias de isolectinas que

são idênticas ou quase idênticas na sua especificidade por carboidratos. Geralmente a

cromatografia de troca iônica é utilizada para separar estas misturas. Se é utilizada
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,...•.ematografia de afinidade, as isolectinas não são separadas, a não ser que gradientes de

ntração dos desorventes sejam aplicados (RÜDIGER, 1997; CUNNINGHAMXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . ,

- . Podem existir muitas razões para esta heterogeneidade e, uma delas, pode ser o

:essamento incompleto após a tradução. Há casos típicos como as lectinas de ervilha

-OEDEMAKER e t a i . , 1994) e soja (MANDAL e t a i . , 1994) que diferem no comprimento

. extremidade C-terminal. Várias lectinas de uma cadeia sofrem processamento proteolítico

. extremidade C-terminal, que resulta em heterogeneidade e está ligado ao aparecimento de

ormas (YOUNG e t a I . , 1995). Uma razão adicional pode ser a glicosilação (NIKRAD e t

_ 1990), que é complexa o suficiente para permitir variações entre estas isolectinas

- J-fRMANN e tEDCBAa I., 1985; ELBEIN, 1988; FAYE e t a I., 1989). Finalmente, algumas plantas

em apresentar heterogeneidade genética e conter mais de um gene codificando a lectina. Já

e o mapeamento genético da maioria das plantas cultivadas não é conhecido, sem citar as

, ies selvagens, o conteúdo de lectinas e isolectinas pode variar consideravelmente de um

tivar para outro.

Algumas lectinas apresentam açúcares em suas estruturas. A síntese destas proteínas se

. nos ribossomos, em seguida são secretadas no lumen do retículo endoplasmático, indo

steriormente para o complexo de Golgi onde recebem a porção glicana para finalmente

em acumuladas nos corpos protéicos (VAN DRIESSCHE, 1988), desta forma a

_ cosilação ocorre comum ente. Mesmo as lectinas que não são glicoproteínas na forma

ura, elas o são quando na forma de precursores glicosilados, como por exemplo a Con A

CARRINGTON e t a I., 1985; HERMAN e t a I., 1985; SHELDONONMLKJIHGFEDCBA& BOWLES, 1992) e

. GA (MANSFIELD e t a i , 1 9 8 8 ) .
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equência de Aminoácidos ~ Homologia de Lectinas de Leguminosas

Apesar das lectinas de leguminosas exibirem diferentes propriedades fisico-químicas

. - - como: tamanho, carga, tipo e número de subunidades e afinidade por açúcares, há um alto

de homologia em suas sequências de aminoácidos (SHARONONMLKJIHGFEDCBA& LIS, 1989; ROUGÉXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t

. 1987) e entre suas estruturas tridimensionais (HOEDEMAEKER e t a l . , 1993). Devido a

particularidades, tem sido sugerido que as sequências primárias das lectinas seriam

•.••.•.•amentas úteis para a classificação quimiotaxonômica, como sua aplicação para diferenciar

ias tribos de Leguminosas ou em estudos de taxonomia (ROUGÉ, 1984).

Nas lectinas da tribo V i c i e a e , a sequência de aminoácidos da subunidade 1 3 é quase que

ralmente idêntica, enquanto que apenas algumas diferenças podem ser observadas na cadeia

principalmente na porção C-terminal das lectinas obtidas de diferentes espécies. Vale

tar que esta região da cadeia a não possui aminoácidos que participam da cavidade

ofóbica, sítios de ligação a metais e açúcares, exceto pelos resíduos Phe 42 e Ser 44 que

em parte da cavidade hidrofóbica, mas estão conservados em todas as lectinas de

eguminosas (ROUGÉ e t a l . ,EDCBA1987 ).

A semelhança entre as lectinas de uma e duas cadeias é melhor evidenciada quando a

mparação é feita através de um esquema de homologia circular, pela superposição do

- oácido 121 da Con A com o aminoácido 1 de lectinas a uma cadeia; os aminoácidos 70 e

_1 da Con A com os aminoácidos 1 da cadeia leve e da cadeia pesada das lectinas a duas

eias. As similaridades encontradas sugerem que lectinas a uma e duas cadeias são produtos

genes homólogos que divergiram durante a evolução. Por exemplo, nas lectinas presentes

V i c i a c r a c c a foi observada a existência de dois genes, um para cada lectina dentro da
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J=e::;maplanta, que podem ter sido originados por duplicação de um gene ancestral por

icação (BAUMANNXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe tEDCBAa l., 1979 ).

- íntese ~ Processamento de Lectinas de Leguminosas

A sequência N-terminal das lectinas de uma cadeia e de duas cadeias de leguminosas

u à especulação de que as subunidades a e ~ das lectinas a duas cadeias não eram

. cadas por genes distintos, mas oriundas de processamentos pós-tradução de uma única

eia polipeptídica originada a partir de um único gene. Vários trabalhos comprovam a

. ência de um precursor que após clivagens proteolíticas sucessivas dá origem às

unidades a e ~ (BOISSEAU e t a i . , 1984). O processamento que ocorre após a tradução é

_ mum para lectinas de sementes como já foi demonstrado para a Con A que consiste em uma

ra de subunidades intactas e fragmentos de ocorrência natural (LAUWEREYS e t a l.,

3) por não ter havido a formação de uma ligação peptídica entre os resíduos 118 e 119

CHRISPEELS e t a l., 1986). A biossíntese da Con A é um fenômeno complexo que ocorre a

cartir de um precursor composto de um peptídio sinal de 29 aminoácidos, uma cadeia

lipeptídica correspondente aos resíduos 119-237 da Con A, um peptídio de 15 aminoácidos

uma cadeia polipeptídica correspondente aos resíduos 1-118 da Con A. Após clivagem

oteolítica, o peptídio sinal e parte do peptídio de 15 aminoácidos são removidos, restando as

deias correspondentes aos resíduos 119-237 e 1-118 ligada a uma sequência de quatro

aminoácidos (AAYN) na extremidade N-terminal. Este tetrapeptídio corresponde à porção C-

erminal do peptídio de 15 aminoácidos e à medida que as sementes amadurecem, ele é

eliminado, havendo finalmente a ligação das cadeias 1-118 e 119-237 nesta ordem

CARRINGTON e t a l., 1985). Modificações após a tradução também são observadas para a
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favinaXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA( V i c i a f a b a ) (HEMPERL Y e t a i . , 1982), para a lectina de lentilha (FORIERS e t a I . ,

1981), de soja (VODKIN, 1983) e de ervilha (LAWEREYS e t a i . , 1983 e VAN DRIESSCHE

et aI., 1988).

A lectina de P i s u m s a t i v u m é sintetizada como uma pré-pro-proteína na direção ~ ~ONMLKJIHGFEDCBAa .

Este fato foi comprovado através do sequenciamento do cDNA (GATEHOUSE e t a I . , 1 9 8 7 ) .

Com base em estudos feitos a partir da síntese in vitro e determinação da sequência do

precursor traduzido, a mesma orientação foi proposta para a lectina de V i c i a EDCBAfa ba

(HEMPERLEY e t a I . , 1982). O modelo proposto para a favina (BECKER e t a I . , 1 9 8 3 )

corresponde a um precursor formado por um peptídio sinal de 29 aminoácidos, de uma cadeia

~ e uma cadeia a ligados covalentemente. Uma primeira clivagem elimina o peptídio sinal e

uma segunda clivagem separa as cadeias leve e pesada.

Um modelo mais complexo é proposto para a lectina de P . s a t i v u m , onde durante o

processamento até a forma madura, uma sequência líder é removida durante a tradução, que

ocorre em associação com o retículo endoplasmático, e a pro-Iectina resultante migra em

direção aos corpos protéicos onde é gradativamente clivada, havendo a remoção de vários

resíduos de uma região intermediária para originar as subunidades leve e pesada (VAN

DRIESSCHE e t a I . , 1 9 8 8 ) .

Segundo LAWEREYS e t a I . (1983) e VAN DRIESSCHE e t a I . (1988), um precursor

possuindo apenas uma cadeia polipeptídica é sintetizado. Esta cadeia, que apresenta um peso

molecular de 28 kDa, é em seguida clivada proteoliticamente para originar a cadeia a e um

segundo fragmento denominado pré-B. A perda de fragmentos na porção C-terminal da cadeia

pré-B, à medida que a semente amadurece resulta na cadeia ~ com peso molecular em tomo de

18 kDa.

= -



25

o dímero formado de subunidades de 28 kDa apresenta a mesma atividade

emaglutinante específica da moléculas de lectina com estrutura (a~)2 mostrando que o

recursor possui sítios de ligação a carboidratos. Neste aspecto, o precurssor da lectina deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

P . s a t i v u m difere daquele da Con A que não é capaz de ligar-se a carboidratos (CHRISPEELS

e t a i . , 1986). Esta diferença é justificada porque para a Con A a sequência derivada da análise

do DNA não corresponde à sequência de arninoácidos na proteína devido a reorganização e

consequente ligação que os peptídios sofrem após a clivagem proteolítica.

1.5 Isolamento de Lectinas da Tribo V i c i e a e

Em 1967, MUSTIERONMLKJIHGFEDCBA& COULET publicaram que extratos aquosos de sementes de

P . s a t i v u m eram capazes de transformar linfócitos humanos em cultura, levando à blastogênese

e mitoses e estas propriedades foram atribuídas à lectina presente nestes extratos. Em 1969,

dois grupos de pesquisadores publicaram separadamente o isolamento da lectina de P . s a t i v u m .

BÉT AIL e colaboradores (1969) isolaram esta lectina por cromatografia de afinidade em

coluna de Sephadex G-75 que era eluída utilizando-se uma solução de NaCI 0,15 M contendo

glicose 0,1 M. ENTLICHER e t a I . (1969) relataram a presença de lectinas nas sementes de

P . s a t i v u m e L e n s e s c u l e n t a . O isolamento destas proteínas era feito segundo a metodologia

descrita por LIENER (1953) e em seguida a purificação era obtida por adsorção em Sephadex

G-200. A desorção era feita com gradiente de HCI ou tampão glicina-HCI pH 2,0.

Em 1970, ENTLICHER e colaboradores descreveram o isolamento e a caracterização

detalhada da lectina de P . s a t i v u m , onde foi determinada a composição de aminoácidos, a

sequência N-terminal, bem como realizados estudos de ultracentrifugação, eletroforese, análise

quantitativa de carboidratos e conteúdo de metais. Em 1974, TROWBRIDGE publicou uma



26

metodologia modificada para o isolamento desta lectina e resultados sobre suas propriedades

mitogênicas. Posteriormente, VAN DRIESSCHEXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a / . (1982) publicaram uma nova

metodologia baseada na extração com uma solução de NaCI 1 M contedo CaCh 20 mM e

MnCh 20 mM para o isolamento da lectina de P . s a t i v u m , bem como estudos sobre sua

localização na semente.

Várias outras lectinas obtidas a partir de espécies pertencentes à Tribo V i c i e a e foram

isoladas, purificadas através de cromatografia de afinidade em Sephadex, como as lectinas de

L e n s e s c u l e n t a (TICHÁ e t a i . , 1970), V i c i a f a b a (ROUGÉONMLKJIHGFEDCBA& LASCOMBES, 1973), L a t h y r u s

o d o r a t u s (KOLBERG, 1978), V i c i a g r a m i n e a (pRIGENTE & BOURRILLON, 1981), V i c i a

c r a c c a (BAUMANNN e tEDCBAa l., 1982), V i c i a v i l / o s a (TOLLEFSEN & KORNFELD, 1983),

L a t h y r u s o c h r u s (ROUGÉ & CAVADA, 1984), L a t h y r u s c i c e r a (CAVADA & ROUGÉ,

1 9 8 5 ) , V i c i a h y r c a n i c a (LIEW & BIRD, 1988), entre outras.

1.6 Papel Fisiológico de Lectinas de Leguminosas

A definição de lectinas é baseada principalmente na sua habilidade de reconhecer e se

ligar a carboidratos. Portanto proteínas com diferentes estruturas e especificidades são

agrupadas dentro da mesma classe. Apesar do crescente número de lectinas isoladas e

caracterizadas, a função destas proteínas nos vegetais ainda não está completamente definida.

Muitos estudos têm sido realizados na tentativa de elucidar o papel fisiológico destas

proteínas. Existem evidências crescentes de que as lectinas desempenhariam um papel

importante na defesa contra patógenos, insetos e animais que se alimentam destas plantas,

devido sua interação com glicoconjugados desses organismos, interferindo deste modo na sua

fisiologia. Também a abundância de lectina nos órgãos de reserva, aponta para este papel, pois

as sementes são facilmente atacadas devido ao estado metabólico inativo e quando isto
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acontece a viabilidade destas é definitivamente comprometida, enquanto para uma planta já

estabelecida este tipo de agressão pode ser, muitas vezes, revertido. Durante muitos anos,

pensou-se que a lectina deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . s a t i v u m ocorresse apenas na semente e plântulas. Com o

desenvolvimento de técnicas mais modernas foi evidenciada a presença de lectinas nas raízes,

folhas e caules durante todo o ciclo de vida desta espécie (HOSSELET e t a l . , 1985) apesar de

não estar claro ainda se estas proteínas são idênticas em diferentes partes da planta. Outro

argumento a favor do papel de defesa exercido pelas lectinas é a estabilidade de algumas

lectinas em uma faixa larga de pH, temperatura e resistência a proteases de animais e insetos

como é observado para outras proteínas de defesa (inibidores de proteases, RIPs e inibidores

de u-amilase). Para alguns pesquisadores, as lectinas têm papel de proteínas de reserva, pois

estão presentes em grandes quantidades nos órgãos armazenamento aliado ao fato de muitas

delas terem comportamento semelhante a proteínas de reserva. Desta forma podem funcionar

como reserva de nitrogênio e ao mesmo tempo como proteína de defesa (pEUMANSONMLKJIHGFEDCBA&

DAMME, 1995). É possível que nem todas as lectinas tenham papel na defesa de plantas, pois

outros trabalhos apontam para funções como a participação em processos de reconhecimento

de estruturas próprias ou não dos vegetais, como no processo de interação l e g u m e - R h i z o b i u m

(BOHLHOOL & SCHIMIDT, 1992). R h i z o b i u m l e g u m i n o s a r u m infecta as raízes de suas

plantas hospedeiras ( P i s u m , V i c i a , L e n s , L a t h y r u s ) iniciando a simbiose com o aparecimento

de nódulos fixadores de nitrogênio. O papel da lectina nestas interações seria mediar a ligação

específica entre a planta e o R h i z o b i u m como foi observado pela ligação específica de R t r i f o l i i

a raízes de trevo ( T r i f o l i u m r e p e n s ) DAZZO e t a l . (1982). Foi observada uma especificidade

entre a planta e o microorganismo específico para a nodulação (DIAZ e tEDCBAa l., 1989; HO &

KIJNE, 1991).
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A Con A reage com auxina e ácido indolacético via interações hidrofóbicas. Também já

foi demonstrado que algumas lectinas interagem com análogos da adenina com atividade

citocínica (ROUGÉXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a i . ,EDCBA1991 ).

O estudo estrutural de lectinas de leguminosas e de outras famílias botânicas e a

caracterização da interação com receptores específicos, contribuirá significativamente para

elucidar as funções biológicas destas proteínas.

1.7 Objetivos do Trabalho

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

quimicamente a lectina de sementes de P i s u m a r v e n s e e estabelecer sua estrutura primária bem

como estudar a mobilização desta proteína ao longo da germinação das sementes.



2 MATERIAIS

2.1 Sementes

Sementes quiescentes deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP i s u m a r v e n s e L., espécie pertencente à família L e g u m i n o s a e ,

tribo V i c i e a e , obtidas comercialmente na Cooperativa Agrícola de Cascavel, Paraná.

2.2 Eritrócitos

Eritrócitos humanos do sistema ABO foram obtidos de doadores sadios através do

centro de Hemoterapia do Ceará (REMOCE).

Eritrócitos de coelho foram obtidos de animais adultos e saudáveis mantidos no

Biotério do Departamento de Bioquímica e Biologia Molecular da Universidade Federal do

Ceará.

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

Departamento de Zootecnia do Centro de Ciências Agrárias da Universidade Federal do Ceará.

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 sódio, E. Merk, Darmstadt, Alemanha. Elastase,

Boehringer

l~ _



30

Mannheim. Sephadex G-100, Supero se 12 HR 10/30, Pharmacia, Uppsala, Suécia. Timidina

triciada (6,7 uci/mlví), New England Nuclear Corp., Boston, EUA.Os demais reagentes

utilizados foram de grau analítico.



3 MÉTODOS

3.1 Preparação da Farinha

As sementes deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . a r v e n s e foram trituradas em multiprocessador, peneiradas e

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

hermeticamente fechados e mantidos à temperatura ambiente.

3.2 Análise Elementar

3.2.1 Determinação de Umidade

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

de farinha de P i s u m a r v e n s e foram colocados em uma estufa a 110 "C durante 24 horas. Em

seguida foram mantidos em dessecador, pesados e então recolocados na estufa por mais quatro

horas até a obtenção de pesos constantes. O teor de umidade foi calculado pela diferença entre

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

3.2.2 Determinação do Nitrogênio Total

O nitrogênio total da farinha de P . a r v e n s e foi determinado pelo método descrito por

BAETHGEN e ALLEY (1989). A amostra de farinha de P . a r v e n s e (20 mg) foi mineralizada
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na presença de 1 mg de catalisador (KH2S04, CuS04.5H20, Se) na proporção de 100: 10: 1

(massa/massa/massa) e 1,5 ml de H2S04 concentrado, por 30 minutos após o aparecimento de

uma cor esverdeada. Em seguida o volume da amostra foi completado para 50 ml com água

destilada. A uma alíquota de 100 !lI desta solução foi adicionado 0,9 ml de água destilada, 5,5

m1 de tampão Na2HP04 O,IM, tartarato de sódio e potássio a 5 % e NaOH a 5,4%, 4 ml de

solução de salicilato de sódio - nitroprussiato de sódio (15% - 0,03%) e 2 ml de hipoclorito de

sódio a 6%. Após incubação por 15 minutos a 37°C foi feita a leitura da absorbância a 650 nm

em espectrofotômetro Micronal modelo B 343 lI. O nitrogênio total foi estimado em relação a

uma curva padrão obtida com Sulfato de Amônio. Para o cálculo do teor de proteína bruta foi

usado o fator de 6,25 (SÃO PAULO, 1985).------------

3.2.3 Determinação de Lipídios Totais

Para determinação do teor de lipídios totais foi empregada a metodologia descrita pelo

Instituto Adolfo Lutz (SÃO PAULO, 1985). Amostras contendo 19 de farinha deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . a r v e n s e

foram pesadas em cartuchos de papel de filtro e colocadas em um extrato r de Soxh1et com

hexana por pelo menos 4 horas. Após a extração, o solvente foi evaporado em banho-maria a

70°C e o material extraído foi pesado. O teor de lipídios foi calculado pela relação entre o

peso do lipídio extraído e o peso inicial da amostra e expresso em percentagem.

3.2.4 Determinação de Cinzas

Para determinar o teor de cinzas, cadinhos de porcelana (triplicata), previamente

tarados, contendo 19 de farinha de P . a r v e n s e , 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 então foram pesados. O teor de cinzas foi calculado por diferença e expresso

em percentagem do peso seco da amostra.

3.3 Determinação de Proteínas

A concentração de proteínas foi determinada pelo método de BRADFORD (1976)

usando-se albumina sérica bovina como padrão. A 100 ul de amostra foram adicionados 2,5 ml

do reagente de Bradford e após 10 minutos de incubação foram feitas as leituras das

absorbâncias a 595 nm em um espectrofotômetro Novaspec n (pharmacia LKB). A

absorbância a 280 nm foi também utilizada para determinação do teor de proteínas nos eluatos

das colunas cromatográficas.

3.4 Determinação de Fibras

Foram pesados 2 g da farinha deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . a r v e n s e dessecada e desengordurada e colocados

em contato com 200 ml de ácido sulfúrico 1,25%. Em um refrigerador de refluxo, esta mistura

foi aquecida até ebulição que foi mantida por 30 minutos. Após filtração, o resíduo foi lavado

com água destilada a 100 "C até que a água de lavagem não apresentasse mais acidez. O

resíduo foi transferido para um becker com o auxílio de 200 ml de hidróxido de sódio a 1,25%

e em refrigerador de refluxo foi levado a ebulição por 30 minutos. Em seguida foi filtrado em

papel de filtro quantitativo previamente tarado, e lavado até que as águas de lavagem não

apresentassem mais alcalinidade. O resíduo foi em seguida lavado duas vezes com álcool e

duas vezes com éter e levado à 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 fomo mufla a 550

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEAR.EDCBAQ 7-ONMLKJIHGFEDCBAf 7 q I-, J
BIBLIOTECA DE CltNCIAS E TECNOLOGIA
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"C utilizando-se um cadinho de porcelana devidamente tarado. A fração fibra foi obtida por

diferença entre a fibra total e a fração mineral obtida.

3.5 Determinação das Características Morfológicas das Sementes ~ Anatomia das Raízes deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

P i s u m a r v e n s e

Foram escolhidas aleatoriamente 50 sementes de P . a r v e n s e para determinação das

características morfológicas como peso, comprimento, largura, formato, hilo e tegumento.

Estas sementes foram colocadas para germinar e para análise da anatomia foram feitas secções

transversais e logitudinais da raiz primária, com cortes à mão livre e coloração através de

Safrablau (JOHANSEN, 1940).

3.6 Determinação da Atividade Hemaglutinante

A atividade hemaglutinante nas diversas frações de P . a r v e n s e foi determinada por

diluições seriadas em tubos de ensaio. Em cada tubo foram adicionados 200 ul de aCI 0,15

. No primeiro tubo foi adicionado 200 ul da amostra e uma série de diluições duplas foram

feitas (1/2, 1/4, 1/8, 1/16, 1/32, etc.), homogeneizando-se completamente antes de cada

transferência. A cada diluição foram adicionados 200 ~l de uma suspensão de eritrócitos a 2%

(v/v) lavados exaustivamente com NaCI 0,15 M, e a reação foi incubada a 37°C por 30

minutos. O ensaio foi deixado em repouso por 30 minutos à temperatura ambiente para, em

seguida, ser centrifugado a 2.000 x g por 30 segundos. Os resultados foram interpretados

macroscopicamente e o título expresso em unidade de hemaglutinação (UH), que é o inverso

da maior diluição da amostra que apresentou aglutinação nítida. As hemácias foram também

-
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tratadas com enzimas proteolíticas (bromelaína, papaína e tripsina). Todas as amostras de

sangue foram coletadas em recipiente contendo heparina, lavadas três vezes com aCI 0,15 M,

centrifugadas (2.000 x g) e calculada a concentração de células vermelhas em relação ao

volume total (hematócrito). As células foram suspensas em solução contendo a enzima (0,1 mg

de enzima por 10 ml de NaCI 0,15M) a uma concentração de 2% de eritrócitos. Foram então

incubadas a 20°C por 1 hora, e lavadas seis vezes com solução salina gelada. Após

centrifugação (2.000 x g), as células foram ressuspensas em NaCI 0,15 M em uma

concentração de 2%.

3.7 Fracionamento das Proteínas

3.7.1 Extração das Proteínas

A extração das proteínas foi feita a partir da incubação da farinha, obtida conforme oXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

i t e m 3.1, com diferentes soluções: água, NaCI 0,15 M, tampão glicina-HCI 0,1 M pH 2,6;

tampão acetato de sódio 0,1 M pH 4,0; tampão fosfato de sódio 0,1 M pH 6,0; tampão

fosfato de sódio 0,1 M pH 8,0; tampão borato de sódio 0,1 M pH 10,0 ( todos os tampões

continham NaCI 0,15 M) na proporção de 1:10 (m/v) por três horas à temperatura ambiente

sob agitação constante e então centrifugadas a 33.000 x g por 20 minutos, a 4°C. Os

obrenadantes foram filtrados em papel de filtro, e os resíduos desprezados. Alíquotas dos

sobrenadantes foram usadas para determinação de proteína e atividade hemaglutinante. Em

função dos resultados obtidos na extração com diferentes soluções, optou-se por realizar a

extração com água seguindo a metodologia adotada por TROWBRIDGE (1974).
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3.7.2 Fracionamento do Extrato Protéico por Precipitação com Sulfato de Amônio

o extrato protéico foi submetido a precipitação com sulfato de amônio (60ONMLKJIHGFEDCBA%

saturação) por um período de 4 horas à temperatura ambiente com agitação ocasional. Após

centrifugação a 15.000 x g por 20 minutos a 4°C, o precipitado obtido foi denominado de P

0/60, redissolvido em tampão fosfato 0,1 M pH 7,2 com NaCI (PBS) e submetido a

determinação do teor protéico e da atividade hemaglutinante.

3.8 Cromatografia de Afinidade em Sephadex G-100

A fração P 0/60 foi submetida à cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-

100 (0,5 x 30 em) previamente equilibrada com PBS. Após a eluição do primeiro pico

cromatográfico, que correspondia às proteínas sem atividade hemaglutinante, o material retido,

que encerrava toda a atividade hemaglutinante, foi então eluído com PBS contendo glicose 0,1

M. A cromatografia foi realizada a fluxo constante de 30 rnl por hora e o eluato coletado em

frações de 3 ml que tiveram suas absorbâncias determinadas a 280 nrn. Os picos obtidos foram

submetidos a dosagens de proteínas e a ensaio de atividade hemaglutinante, sendo então

dialisados contra água, liofilizados e estocados para uso posterior.

3.9 Filtração em Gel da Lectina deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . a r v e n s e em Coluna de Supero se 12 HR 10130 Acoplada

emFPLC

Uma coluna de Supero se 12 HR 10/30 acoplada a um sistema de FPLC (pharmacia-

LKB), foi utilizada para determinação da massa molecular aparente da lectina. Alíquotas de

100 I.tIde lectina na concentração de 2 mg/rnl dissolvidas no tampão de equilíbrio (tampão
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fosfato de sódio 0,05 M, pH 7,5) foram aplicadas ao gel e a eluição feita com o mesmo tampão

a um fluxo de 0,3EDCBAm 1Jm in . As frações foram recolhidas em um coletor automático FRAC/1 00

(pharmacia LKB) e monitoradas a 280 nrn. A coluna foi previamente calibrada nas mesmas

condições com proteínas de massas moleculares conhecidas.

3.10 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida em Presença de SDS ~ l3-mercaptoetanol

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida em presença de SDS e 13-

mercaptoetanol foram realizados segundo a técnica descrita por LAEMMLI (1970), adaptada

para uso de géis de separação em placas. O ge1de aplicação (contendo 3,5% de poliacrilamida)

continha tampão tris-HCI 25 mM pH 6,8 e SDS 0,1 %. O gel de separação (gradiente de 5 a

_0% de poliacrilamida) continha tampão tris-HCI 375 mM pH 8,8 e SDS 0,1%.

As amostras foram dissolvidas em tampão 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 às amostras antes das mesmas serem aplicadas ao gel. A corrida eletroforética foi

feita à corrente constante (15 mA) por um período de 4 horas. Logo a seguir o gel foi

locado para corar com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,05 %, preparado em uma solução

e metanol, ácido acético e água (1:3,5:8) e o excesso retirado com a mesma solução na

ausência do corante, permitindo a visualização das bandas protéicas.

3. 11 Ultracentrifugação Analítica

A ultracentrifugação analítica foi feita em uma temperatura de 20°C usando a lectina

(Img/rnl) dissolvida em tampão fosfato 20 mM contendo NaCl150 mM, CaCh 1 mM, MgCh
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1 mM e MnCh 1 mM, pH 7,0 em uma centrífuga modelo Beckman XL-A com absorção ótica.

A velocidade de sedimentação foi determinada em células padrão de duplo setor. A massa

molecular foi avaliada pela determinação simultânea dos coeficientes de sedimentação e

difusão a partir do movimento e alargamento da banda de sedimentação de acordo com a

equação de Lamm como previamente descrito por URBANKEXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a i .EDCBA(1 980 ).

3.12 Ensaio de Inibição da Atividade Hemaglutinante por Açúcares Simples

A inibição da atividade hemaglutinante por açúcares simples foi realizada em tubos de

ensaio através de diluições duplas seriadas (1:2; 1:4; 1:8; 1:16; 1:32) do açúcar a ser testado

com NaCI 0,15 M, contendo CaCh 5 mM e MnCh 5 mM, em seguida, uma solução de lectina

contendo 4 UH foi adicionada em cada tubo. Após 30 minutos de incubação a 37°C foram

adicionados a cada tubo, 400 ul de uma solução de eritrócitos de coelho a 2%. O ensaio foi

incubado a 37°C por 30 minutos e depois deixado em repouso por mais 30 minutos à

temperatura ambiente, para então ser centrifugado a 2.000 x g por 30 segundos. Paralelamente

foi feito um ensaio da atividade hemaglutinante da mesma solução de lectina na ausência de

açúcar (branco) e o grau de inibição de cada açúcar determinado por comparação com o

branco. Os títulos de hemaglutinação foram determinados como descrito no item 3.6.

3.13 Espectro de Absorção da Lectina de P . a r v e n s e

O espectro de absorção (200 a 340 nrn) da lectina foi determinado utilizando-se um

espectrofotômetro Genesys 5 (Spectronic), com cubetas de quartzo de 1 em de caminho

ótico. A lectina (1 mg/rnl) foi dissolvida em NaCI 0,15 M.

-
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3. 14 Determinação da Especificidade Sanguínea

Para determinar a especificidade sanguínea da lectina (2mg/rnl), dissolvida em PBS 0,1

pH 7,2, foram usados eritrócitos humanos do tipo A, B e O e eritrócitos de coelho, nativos

e tratados com as enzimas papaína, tripsina e bromelaína. Também foram usados eritrócitos

nativos de boi, porco, galinha e cabra. Para os ensaios de atividade hemaglutinante e

determinação dos títulos de hemaglutinação, foi seguida a metodologia descrita no item 3.6.

3.15 Determinação de Carboidratos Totais

A técnica descrita por DUBOISXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAe t a I . , (1956) foi usada na determinação do teor de

carboidratos da lectina de P . a r v e n s e . A lectina (5 mg/rnl) foi dissolvida e dialisada contra ácido

acético 1 M por 48 horas. A uma alíquota de 0,5 rnl desta solução foram adicionados 0,5 ml de

enol 5%, 2,5 rnl de ácido sulfiírico concentrado e, após agitação, a mistura foi deixada em

repouso por 15 minutos. Em seguida, foi feita a leitura da absorbância a 490 nm. A

concentração de carboidratos foi estimada com relação a uma curva padrão obtida com

glicose .

.•.16 Termoestabilidade

A estabilidade térmica da lectina (2 mg/rnl), dissolvida em NaCI 0,15 M contendo

CaCh 5 mM e MnCh 5 mM, foi determinada pela incubação em banho-maria a 70 "C.

Alíquotas foram retiradas a intervalos de 5, 10, 15, 20, 30, 45 e 60 minutos, centrifugadas e

estadas para atividade hemaglutinante e dosagem de proteínas como previamente descrito.

-
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Para determinação do óG' de ativação do processo de desnaturação foi calculada a

velocidade de reação (k.), que é dada pela inclinação da reta obtida na FIGURA 09 onde:

k.= -lnXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAN A o x l/t

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

tempo em segundos.

A velocidade de reação está relacionada com a energia livre padrão do estado ativado

pela fórmula abaixo (DAWES, 1972):

óG'= RT x ln kTONMLKJIHGFEDCBA

k 1 h

Onde R é a constante dos gases (1,9869 atm.'1<..mor1), T é a temperatura absoluta ('1<.) k é a

constante de Boltzmann (1,37 x 10-16ergs.'1<.-1),k, é a velocidade de reação e h é a constante

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

3. 17 Efeito do EDT A Sobre ª Atividade Hemaglutinante

A lectina (2mglrnl) foi dissolvida em NaCI 0,15 M contendo EDTA no intervalo de

0,025 Ma 0,25 M. As soluções foram deixadas em repouso por 30 minutos, quando então foi

feito o ensaio de atividade hemaglutinante conforme descrito no item 3.6.
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3.18 Determinação da Sequência N-terminal

A sequência N-terminal de aminoácidos da lectina e das subunidades foi determinada

em um sequenciador automático Applied Biosystem 473 A seguindo as instruções do

fabricante.

3.19 Isolamento das Subunidades da Lectina deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . a r v e n s e

As subunidades a eONMLKJIHGFEDCBA1 3 da lectina de P . a r v e n s e foram isoladas por filtração em coluna de

BioGel P60 (2,5 x 65,0 cm) equilibrada e eluída com cloridrato de guanidina 6M, utilizando-se

um fluxo de 8 m1/h. Foràm aplicados ao gel 30 mg da lectina purificada dissolvida em 2 ml da

solução de equilíbrio. As frações foram monitoradas a 280 nrn. As subunidades isoladas foram

dialisadas contra água destilada e liofilizadas.

3.20 Degradações Proteolíticas

A lectina de P . a r v e n s e (2mg/rnl) dissolvida em bicarbonato de amônio 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 proporção enzima lectina de

1/100 (P/p).

As subunidades a e 1 3 isoladas foram também degradadas com elastase (Boehringer

Mannheim) utilizando-se as mesmas condições.

-
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3.21 Isolamento dos Peptídios

Os peptídios obtidos enzimaticamente foram separados por cromatografia de fase

reversa em HPLC utilizando-se um cromatógrafo composto de um programador/detector

Pharmacia-LKB VWM 2141, uma bomba de gradiente Pharmacia-LKB 2249 e uma coluna

ucleosil CI8 (25 x 4 mm; partículas de 5 um e poros de 100 Á) da Macherey agel. Foi

utilizado um fluxo de Iml/min e uma mistura de ácido trifluoroacético (TFA) 0,1% em água

(solução A) e acetonitrila (solução B) nas seguintes condições:

- Peptídios 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.

- Peptídios 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.

- Peptídios 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 frações foram monitoradas a 220 nrn, coletadas manualmente, secas em SpeedVac

(Savant) e submetidas a análise de aminoácidos, a sequenciamento e a espectrometria de

massa.

3.22 Determinação da Massa Molecular das Subunidades

As massas moleculares das subunidades a eONMLKJIHGFEDCBAJ 3 foram determinadas por espectrometria

de massa do tipo ESIXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA( E l e c t r o S p r a y I o n i z a t i o n ) utilizando-se um instrumento Sciex API-ID.

As massas dos peptídios isolados foram determinadas pela espectrometria de massa utilizando-
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e a técnica MALDIXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA( M a t r i x - A s s i s t e d L a s e r D e s o r p t i o n I o n i z a t i o n ) em um aparelho

chimadzu MALDI-I usando-se ácido cc-ciano-cinâmico saturado como matriz.

3.23 Análise de Aminoácidos

A composição de aminoácidos da lectina de P . a r v e n s e e dos peptídios isolados foi

determinada em um analisador automático de aminoácidos Pharmacia Alpha Plus após

hidrólise das amostras com HCI 6N, a 110°C, por aproximadamente 15 horas em ampolas

seladas e a vácuo. A lectina de P . a r v e n s e foi também submetida a diferentes tempos de

hidrólise (24, 48 e 72 horas) para uma determinação mais precisa da composição de

aminoácidos.

3.24 Experimentos de Cristalização

Para os experimentos de cristalização foi utilizado o método de "hanging-drop apour

diffusion" em placas de cultura de tecido de 24 poços. A lectina de P . a r v e n s e na concentração

de 15 mg/rnl em tampão fosfato de sódio 50 mM pH 7,0, foi submetida a diferentes condições

de cristalização misturando-se de 3 a 5 ul da solução de lectina com 2 a 5 J.!ldos vários

tampões de cristalização utilizados em diferentes concentrações: citrato de sódio, sulfato de

amônio, polietilenoglicol de diferentes pesos moleculares, fosfato de sódio e acetato de sódio.
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3.25 Experimentos de Germinação de Sementes deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . a r v e n s e na Ausência de Luz

Sementes de P . a r v e n s e padronizadas em relação ao peso (0,17-0,21g) foram colocadas

para germinar entre duas folhas de papel de filtro posicionados verticalmente em recipientes

contendo água destilada e mantidos em cubas de germinação no escuro por 22 dias. A cada

três dias foram coletadas plântulas, que após padronização quanto ao tamanho, foram

separadas em cotilédones e eixo embrionário. Foram determinados o peso fresco e o peso seco

dos cotilédones e dos eixos das plântulas ao longo da germinação e estabelecimento da

plântula. As amostras obtidas dos diferentes dias foram liofilizadas e maceradas para serem

submetidas a eletroforese em gel de poliacrilarnida, ensaio de atividade hemaglutinante e

dosagem de proteínas.

3.26 Atividade Mitogênica

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/rnl) e estreptornicina (Iug/ml). Após incubação a 37°C por 1 hora, as células foram

lavadas novamente e ressuspensas em RPMI 1640 contendo os antibióticos acima, L-glutamina

(2 mM), HEPES (10 mM) e 10 % de soro humano inativado por aquecimento em banho-

mana.

Células mononucleares humanas (2 x 10s células em 200 1lI) foram colocadas nos

poços de placas de rnicrotitulação de fundo chato e estimuladas com soluções de lectina de

P . a r v e n s e e lectina de C a n a v a l i a b r a s i l i e n s i s (Con Br) nas concentrações de 1, 10, 50 e 100

ug/ml e Con Br na concentração de 10 ug/ml. Após incubação a 37°C em atmosfera de 5% de
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CO2 por 2, 4 e 6 dias, a proliferação foi medida por espectrometria de cintilação liquida após

pulsar as culturas por 5 horas com timidina triciada 1 ~Ci.

-



4 RESULTADOS

4.1 Composição Mínima das Sementes deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . a r v e n s e

Os resultados da análise elementar são apresentados na TABELA 1 e comparadosONMLKJIHGFEDCBAà

composição mínima das sementes de P i s u m s a t i v u m .

4.2 Caracteristicas Morfológicas de Sementes ~ Anatomia de Raízes

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 micrópila não visível. As sementes têm

uma coloração marrom clara e aspecto liso. Os tegumentos são pouco diferenciados e os

cotilédones pequenos, brancos e lisos. Após a germinação, observou-se que o eixo radícula-

hipocótilo apresenta articulação. Foi visualizada uma raiz triarca com uma espessa camada de

células no periciclo e epiderme uniseriada composta de células quadrangulares de parênquima

cortical evidente (FIGURA 2A e 2B).
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TABELA 1 - Composição centesimal da farinha de sementes deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP i s u m a r v e n s e e de P . s a t i v u m .

Constituinte P i s u m s a t i v u m ONMLKJIHGFEDCBA
1

P i s u m a r v e n s e

Umidade
Proteína Bruta2

Cinzas
Lipídios
Fibras
Carboidratos'

11,95
25,29
2,26
3,78
7,11

49,61

10,17
23,61
3,41
1,08
5,64

56,09

I PISULEWSKI e t a i . , 1 9 8 3

2Nitrogênio Total x 6,25
3 Calculado por diferença
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FIGURA 1 - Sementes de P . a r v e n s e



FIGURA 2 -Secção transversal (A) e longitudinal (B) da raiz primária.
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4.3 Extração das Proteínas

Quando a farinha deEDCBAP .XWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAa r v e n s e foi submetida à extração conforme o item 3.7. 1 foram

obtidos os resultados apresentados na TABELA 2, onde podemos observar que o extrato

obtido com água apresentou uma maior atividade total (UH/gF) quando comparado com os

extratos obtidos a partir de outras soluções extratoras. Entretanto a extração com tampão

glicina levou a uma atividade específica (UH/mgP) mais elevada. Podemos observar que a

quantidade de proteína total extraída aumenta com valores crescentes de pH.

4.4 Fracionamento das Proteínas

o extrato protéico (obtido conforme o item 3.7.2) foi submetido à precipitação com

sulfato de amônio conforme o esquema mostrado na FIGURA 3. Foi observado que a

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

4.5 Cromatografia de Afinidade em Sephadex G-l 00

A fração 0/60 quando submetida à cromatografia de afinidade em coluna de

Sephadex G-100 apresentou dois picos cromatográficos (FIGURA 4). O primeiro pico não

adsorvido era destituído de atividade hemaglutinante, enquanto o segundo pico (lectina),

eluído apenas com a solução de PBS contendo glicose 0,1 M, continha toda a atividade

hemaglutinante.
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TABELA 2 - Determinação da melhor condição de extração da lectina deXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAP . a r v e n s e

pH Proteína total Atividade total Atividade específica

(mgP/gF) (UH/gF) (UH/rngP)

H20 25,76 ± 1,5 1.280 49,9

NaCI 24,11 ± 1,0 1.280 48,2

2,6 7,52 ± 1,2 960 127,7

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 farinhacbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

+ 100 ml de água destilada

+ contato com agitação por 4 horas

+ centrifugação 15.000 x g

20 min., 4°C
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Sobrenadante (El)

+ pH ajustado para 4,6

comHC13N

+ centrifugação 33.000 x g

20 min., 4°C

Precipitado

(descartado)

I

Sobrenadante (E2)

+ (NIi4)2S04 q.s.p. 60% sat.

+ repouso 4 horas

+ centrifugação 15.000 x g

20 min., 4°C

Precipitado (P 0/60)

+ PBS 0,1 M pH 7,2

+ centrifugação 15.000 x g

20 min., 4°C

obrenadante (S 0/60)

Sephadex G-1 00

I

Precipitado

(descartado)

FIGURA 3 - Esquema de fracionamento das proteínas de sementes deLKJIHGFEDCBAP is u m a r v e n s e .
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TABELA 3 - Tabela de purificação da lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e

Fração Proteína Total Atividade total Atividade específica Purificação

(rngP/gF) (UHJgF) (UHJrngP)

El 25,17±1,7 1.280 50,9 1,00

E2 8,23 ± 1,2 640 77,8 1,53

Fração 0/60 1,98 ± 0,2 400 202,0 3,97

Lectina' 1,62 ± 0,2 1.664 1.027,2 20,20cbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
\

1 Obtida do Sephadex G-1 00NMLKJIHGFEDCBA

-
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FIGURA 4 - Cromatografia de afinidade da Fração 0/60 em Coluna de Sephadex G-100

em x 26,6 em) equilibrada com tampão fosfato de sódio 0,01 M pH 7 e eluida

com a solução de equilíbrio, seguida do mesmo tampão contendo glicose 0.1 ~1.

Amostra: 10 ml; Fluxo: 20 ml/h; Frações: 3,0 rnl.
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4.6 Eletroforese em Gel de Poliacrilamida com SDS ~ p-mercaptoetanol

A lectina, quando submetida a eletroforese em gel de poliacrilamida com SDS na

presença de /3-mercaptoetanol, apresentou 2 bandas principais com pesos moleculares

aparentes de 18 e 6 kDa (FIGURA 5) que correspondiam respectivamente às cadeias /3e a de

acordo com os padrões eletroforéticos das lectinas pertencentes à triboLKJIHGFEDCBAV ic ie a e .

4.7 Determinação da Massa Molecular

A lectina foi submetida a cromatografia de- exclusão 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 Inibição da Atividade Hemaglutinante

A TABELA 4 mostra a concentração mínima de açúcar capaz de inibir uma unidade de

hemaglutinação. A atividade hemaglutinante da lectina de P .a r v e n s e 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 presença de SDS e l3-mercaptoetanol

da lectina deLKJIHGFEDCBAP is u m a r v e n s e . A- Marcadores de massa molecular: fosforilase B

(98 kDa), albumina sérica bovina (66 kDa), ovalbumina (45 kDa), anidrase

carbônica (29 kDa), mioglobina (21 kDa) e lisozima (14 kDa). B e C- Lectina

de P .a r v e n s e .
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FIGURA 6 - Determinação da massa molecular aparente da lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e por

cromatografia de exclusão molecular em Supero se 12 HR 10/30 acoplada a

um sistema de FPLC. Marcadores de peso molecular: 1- tetrâmero (104 kDa) e

2- dímero (52 kDa) da Con A; 3- albumina sérica bovina (66 kDa); 4-

ovalbumina (45 kDa) e 5- jacalina (39,5 kDa). A - Lectina de P is u m a r v e n s e .
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TABELA 4 - Inibição da atividade hemaglutinante por diferentes açúcares

Açúcares Concentração Mínima (mM)1

a-De+)-Manose

a-D (+)-Glicose

6,25

18,75

25,00

100,00

100,00SRQPONMLKJIHGFEDCBA

Nf

a-metil-manosídeo

D(+)Glicosamina

Fruto se

D(+)Galactose

'Concentração mínima (mM) de açúcar para inibição de 1 UH

2Não foi capaz de inibir mesmo na concentração decbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA1 M
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4.9 Especificidade Sanguínea

A lectina se mostrou inespecífica, sendo capaz de aglutinar hemácias do sistema ABO e

hemácias de coelho, tratadas ou não com enzimas proteoliticas, bem como hemácias nativas

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

4. 10 Espectro de Absorção da Lectina deLKJIHGFEDCBAP is u m a r v e n s e

A FIGURA 7 mostra o espectro de absorção da lectina de P .a r v e n s e dissolvida (1

mg/ml) em NaCl 0,15 M. O valor encontrado para o coeficiente de extinção molar a 280 nm

foi igual a 14,8l.

4.11 Determinação de Carboidratos

Pelo método de DUBOIS (1956), a lectina de P .a r v e n s e não apresentou carboidratos

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

P .s a t iv u m .

4.12 Termoestabilidade

A incubação da lectina por diferentes tempos a 70°C induziu uma redução gradual da

atividade hemaglutinante (FIGURA 8). OcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA.1G ' de ativação do processo de desnaturação da

lectina foi de 23,12 kcal/mol a 70°C. O cálculo é feito a partir da FIGURA 9.
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TABELA 5 -Atividade hemaglutinante da lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e contra diferentes eritrócitos.

Eritrócitos (2 %) Atividade Hemaglutinante (UHlml)

Nativo Tripsina Papaína Bromelaína

Humanos
A 16 16 32 32
B 32 32 64 128
O 32 32 32 48

Animais
Boi 32 08 ANcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

1 AN
Cabra 32 2

Porco 64
Galinha 128
Coelho 512 2048 2048 2048

1AN: Atividade negativa
2Não determinado
N - Normal
T - Tripsina
P - Papaina
B - Bromelaina
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FIGURA 7 - Espectros de absorção das soluções a 1 mg/rnl das lectinas deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e ( - ) e
P .s a t iv u m ( - ) dissolvidas em NaCI 0,15 M.

240 260 280 300 320



62

100cbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

~ 80
LU
Q
~

60QzyxwvutsrqponmlkjihgfedcbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA
:;:

Ei

10 40 50 60

TEMPO (min.)

20 30

FIGURA 8 - Atividade hemaglutinante residual da lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e após tratamento

térmico a 70 "C.
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FIGURA 9 - Gráfico de 10 N A o versus tempo de aquecimento da lectina de P .a r v e n s e na

temperatura de 70°C.
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4.13 Efeito do EDT A na Atividade Hemaglutinante

Quando a lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e foi submetida ao ensaio de hemaglutinação na presença

de EDT A, verificou-se que uma concentração de 0,1 M deste composto aboliu completamente

a aglutinação dos eritrócitos.

4.14 Sequência N -Terminal da Lectina de P . a r v e n s e

A partir da lectina nativa, foram obtidas dois resíduos em cada ciclo de sequenciamento

na proporção molar de 1:1SRQPONMLKJIHGFEDCBA

(V,T), (E,T), (S,T),

(V,K), (S,F), (S,L),

(W, I), (F, V)

(Y, T) ,

(K,P),

(T,S),cbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA

(D ,X) ,

(L, F) , (L, S) , (D,I),

(N , P) I

(V, T) ,

(L, E) ,(V, Q) , (V, Q) ,

que podem ser alinhadas com as sequências N-terminais das cadeias a e J3 da lectina de

P .s a t iv u m (Swiss-Prot http://expasy.hcuge.ch)

Cadeia J3 (P .s a t iv u m )

TETTSFLITKFSPDQQNLIF

Cadeia a (P .s a t iv u m )

VTSYTLSDVVSLKDVVPEWV

Cadeia J3 (P .s a t iv u m )

TETTSFLITKFSPDQQNLIF

Cadeia a (P .s a t iv u m )

VTSYTLSDVVSLKDVVPEWV

4.15 Isolamento das Subunidades ª ~fi da Lectina de P .a r v e n s e

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

cadeia J3 (primeiro pico) e a cadeia a (segundo pico) (FIGURA 10).
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FIGURA 10 - Isolamento das subunidades B e a por cromatografia de exclusão molecular em

coluna de Bio Gel P-60 (2,5 x 65,0 em) equilibrada e eluída com cloridrato de

guanidina 6M. Amostra: 30 mg da lectina deLKJIHGFEDCBAP is u m a r v e n s e Fluxo: 8,0 ml/h
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4.16 Isolamento dos Peptídios

Através de cromatografia de fase reversa em coluna Nucleosil C 18 acoplada a HPLC

foram obtidos diferentes peptídios provenientes das hidrólises com as proteases utilizadas

(FIGURA 11,12 e 13).

4.17 Determinação das Massas Moleculares

A subunidade ~ da lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e apresentou por espectrometria de massa ESI

(electrospray ionization) apresentou cinco íons protonados decbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+ 17 (11 77 Da) a +13 (153 8 Da)

a partir dos quais foi calculada a massa molecular de 19.986 ± 1,8 Da (FIGURA 14).

A cadeia a mostrou uma mistura de íons correspondendo a massas moleculares de

5.849 ± 1,4 Da, 5.592 ± 0,3 Da e 6.172 ± 0,3 Da (FIGURA 15).

As massas moleculares dos peptídios isolados foram determinadas através da

espectrometria de massa do tipo MALDI para confirmação da composição de aminoácidos dos

respectivos peptídios.

4.18 Composição de Aminoácidos

A composição de aminoácidos da lectina de P .a r v e n s e é apresentada na TABELA 6.

Os aminoácidos encontrados com valores percentuais mais elevados foram ácido

aspártico/asparagina e treonina, enquanto que para histidina e arginina foram observados os

menores percentuais. Não foram detectados aminoácidos sulfurados.

l
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FIGURA 11 - Cromatografia de fase reversa em HPLC em coluna de Nucleosil C 18 dos
peptídios obtidos peta digestão da lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e por tripsina.
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FIGURA 13 - Cromatografia de fase reversa em HPLC em coluna de Nucleosil C 18 dos
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TABELA 6 - Composição de aminoácidos da lectina deLKJIHGFEDCBAP is u m a r v e n s e

AMINOÁCIDO MoI.cbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA%

Asparagina, Aspártico (N,D)
Treonina (T)
Serina (S)
Glutamina, Glutâmico (Q,E)
Prolina (P)
Glicina (G)
Alanina (A)
Valina (V)
Metionina (M)
Isoleucina (I)
Leucina (L)
Tirosina (Y)
Fenilalanina (F)
Histidina (lI)
Lisina (K)
Arginina (R)

12,09
11,33
9,63
9,16
3,59
7,37
8,59
9,35
ND1

4,44
6,14
3,97
6,80
1,32
3,87
2,36

1 Não Detectado
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4.19 Detenninação da Sequência de Aminoácidos

A FIGURA 16 representa a sequência de aminoácidos das subunidadescbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBArJ e a

juntamente com os peptídios a partir dos quais as sequências foram determinadas. Para a

cadeia rJ foram encontrados 181 aminoácidos. Entretanto, para alguns segmentos de

aminoácidos da cadeia rJ não foram encontrados peptídios correspondentes. Com relação à

cadeia a foram encontrados 53 aminoácidos.

4.20 Experimentos de Cristalização

Sob as condições de cristalização utilizadas para a lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e foi

observado crescimento de microcristais que até o momento não permitem resultados

utilizáveis de difração de raios X.

4.21 Ultracentrifugação Analítica

o coeficiente de sedimentação observado por ultracentrifugação analítica para

lectina de P .a r v e n s e foi de 4,31 S (FIGURA 17), que corresponde a uma massa mol

de 50.000 Da. Este resultado indica que a lectina apresenta-se na forma (arJh como

lectinas pertencentes a mesma tribo .
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1--- N-terminal sequence 1 1 T7 1 1-- Ch18b--I-- Ch1 --1-- Ch18a--

I-E122-1 (780) (852) (1124)
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130 140 150 160 170 180cbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA*
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----- TIS ------1----- T16a -----1----- T4 ------1

(1193) 1-- E16 --11----- El17 ------1

-I (762) (1433)
---I 1---- T17 ---I
-I 1--------- Ch31---------- 1

(2050)
1----------- Ch34----------1

1---- Ch23 ----I

I-E1l3 -I

a (M+H+ = 5591 ± 1 Da)*

1 10 20 30 40 50 * 58

VTSYTLSDVVSLKDVVPEWVRIGFSATTGAEYAAHEVLSWSFHSELSGTSSSK
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F IG U R A 1 6 -S e q u ê n c ia d e a m in o á c id o s d a s c a d e ia J 3e a d a le c t in a d e P.arvense a l in h a d a s

c o m a s s e q u ê n c ia s d a c a d e ia J 3 e a d a le c t in a d e P.sativum.. A s s e q u ê n c ia s

s u b l in h a d a s fo r a m c o n f ir m a d a s p e lo s e q u e n c ia m e n to a u to m á t ic o .
* V a lo r e s d e te r m in a d o s p o r e sp e c t r o m e tr ia d e m a s s a E S I .
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FIGURA 17 - Coeficientes de sedimentação e difusão da lectina deLKJIHGFEDCBAP is u m a r v e n s e (1 mg

em PBS 20 mM, CaCh 1 mM e MnCh 1 mM pH 7,0). Coeficiente

sedimentação: 4,31 S correspondendo a uma massa molecular de 50 kDa.
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4.22 Germinação de Sementes deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e na Ausência de Luz

Através de PAGE-SDS dos extratos obtidos a partir dos cotilédones coletados ao

longo da germinação no escuro, observou-se que as proteínas de massas moleculares

aparentes elevadas foram degradadas ao longo da germinação, enquanto as bandas protéicas

correspondentes à lectina persistiram durante o período de germinação e estabelecimento da

plântula (FIGURA 18). Ao final deste período, as plântulas apresentavam-se estioladas. De

maneira semelhante, a atividade hemaglutinante foi detectada nos extratos de cotilédones

obtidos durante a germinação (FIGURA 19).

4.23 Atividade Mitogênica

Os resultados mostrados na FIGURA 20 indicam que a lectina de P .a r v e n s e foi

eficiente em induzir a proliferação de linfócitos humanos. Os melhores resultados foram

observados quando foram utilizadas as doses de 50 e 100 ug/ml com o tempo de incubação

de 4 dias. A lectina de P .a r v e n s e mostrou-se um mitógeno menos potente que a Con Br nas

doses testadas.
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FIGURA 18 - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS e p-mercaptoetanol

dos extratos de cotilédones dos diferentes dias de germinação (0-22). A e

B: Lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e .

-
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FIGURA 19 - Atividade hemaglutinante e dosagem de proteínas nos extratos de cotilédones

obtidos a partir de diferentes dias de germinação.
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FIGURA 20 - Incorporação de timidina-3H (CPM) por células mononucleares humanas

estimuladas pela lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e nas concentrações de 1, 10, 50 e 100

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

Br.



5 DISCUSSÃO

A composição centesimal das sementes deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e é semelhante àquela das sementes

de P .s a t iv u m (pISULEWSKI e t a i . , 1983). O elevado teor de proteínas observado em

sementes de P .a r v e n s e (25,29 %) é de considerável interesse devido ao fato desta espécie ser

utilizada como forragem no sul do Brasil.

Na obtenção de extratos da farinha de P .a r v e n s e , utilizando-se diferentes soluções, foi

observado que a extração com água foi mais eficiente em relação a atividade total gF .

Por este motivo optou-se por realizar a extração com água, a mesma descrita por

TROWBRIDGE (1974) para o isolamento da lectina de P is a t tv u m .

Durante a etapa de precipitação com sulfato de amônio foicbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAM<:Pr"I"r.:In

concentra toda a atividade hemaglutinante. Esta fração, quando submetida a o o

afinidade em coluna de Sephadex G-I00, é eluída em dois picos distinto o e o

primeiro deles não interage com o gel e o segundo somente é eluído com glicose presente no

tampão de eluição ou por diminuição do pH (tampão glicina-HCI 0,1 M pH 2,6). O rendimento

obtido é considerado satisfatório, desde que aproximadamente 500 a 600 mg de lectina pura

puderam ser obtidos partindo-se de um kg de farinha das sementes. Este rendimento é

comparável aqueles obtidos para outras lectinas de espécies vegetais da mesma tribo

(CAVADA, 1985).

Em eletroforese em gel de poliacrilamida na presença de SDS e l3-mercaptoetanol, a

lectina apresenta duas bandas principais, similares àquelas de outras lectinas de V ic ie a e . Estas

bandas foram denominadas de 13(18 kDa) e a. (6 kDa) como empregado para lectinas de

P is u m , L a th y r u s , L e n s e V ic ia (ROUGÉ & CAVADA, 1984). Algumas bandas protéicas
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minoritárias entre as cadeias a ecbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAp sugerem a presença de fragmentos proteolíticos da cadeia p

como já observados para a lectina deLKJIHGFEDCBAP .s a t iv u m (VAN DRIESSCHE e t a I . , 1982), bem como a

presença de uma fração protéica de 28 kDa que corresponde ao precursor da lectina

(LAUWEREYS e t a I . , 1983). A lectina apresentou uma massa molecular aparente nativa da

ordem de 41 kDa quando submetida a cromatografia de exclusão molecular em coluna de

Supero se 12 HR 10/30 acoplada a um sistema de FPLC. O coeficiente de sedimentação 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 concordância com a estrutura da lectina de P .s a t iv u m , que assume a

forma de dímero (aPh (EINSPAHR e t a I . , 1986). Os pesos moleculares das cadeias a e P

determinadas por ESI correspondem aqueles estimados por eletroforese em gel de acrilamida

em presença de SDS. A díferença encontrada entre o valor de massa molecular determinada

por FPLC e o valor encontrado pelos demais métodos, se deve provavelmente as limitações da

técnica que determina a mobilidade da proteína na coluna refletindo assim apenas uma

aproximação do valor real.

Segundo TROWBRIDGE (1974) a lectina de P .s a t iv u m apresenta menos que 0,5% de

carboidratos enquanto ENTLICHER e t al. (1970) encontrou um teor de 0,3%. Estes autores,

por obterem estes conteúdos baixos de carboidratos, não consideram a lectina de P .s a t iv u m

como sendo glicoproteína. A análise quantitativa de carboidratos (método fenol-sulfúrico)

mostrou que a lectina de P .a r v e n s e não apresenta carboidratos em sua estrutura.

Entre os açúcares testados, foram a glicose e a manose os mais potentes em inibir a

atividade hemaglutinante da lectina de P .a r v e n s e sendo que este último foi mais eficiente que

a glicose, como já observado para a lectina de P .s a t iv u m (HOSSELET e t a i . , 1 9 8 3 ;

GATEHOUSE & BOULTER, 1980). Esta lectina aglutinou eritrócitos do sistema ABO de

modo semelhante à lectina de P .s a t iv u m (HOSSELET e t a i . , 1983) e foi também capaz de

•
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aglutinar eritrócitos nativos de boi, porco, galinha, cabra e coelho. Estes resultados sugerem

que a lectina deve reconhecer nessas membranas eritrocitárias diferentes receptores glicídicos

contendo seus monossacarideos inibidores como manose ou glicose.

A lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e mostrou-se eficaz em estimular a proliferação de linfócitos

humanos. Entretanto os valores observados nas doses de 50 e 100}lg de lectina/rnl foram

menores do que aqueles apresentados pela Con Br na dose de 10 ug/ml. BARRAL-NETTO e t

a I . (1992) observaram diferenças significativas entre a estimulação causada por lectinas de

sementes de espécies da mesma tribo, e supõe que estas podem apresentar diferenças na

especificidade fina por carboidratos.cbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAÉ possível que a estrutura tridimensional diferente das

duas lectinas e portanto do sítio de ligação a carboidratos seja a razão para as diferenças

encontradas entre estas lectinas de mesma especificidade.

O tratamento térmico da lectina de P .a r v e n s e a 70°C, por 10 minutos induziu a perda

de 70 % de sua atividade hemaglutinante. A energia de ativação do processo de desnanrração

(23,12 kcal/mol), pode ser comparada aquelas encontradas para as lectinas de P 01

v u lg a r is e de soja, 23,09 e 25,10 kcal/mol respectivamente (MOREIRA, 1975). Estas lectinas

são sensíveis à desnaturação pelo calor. Após ensaio de hemaglutinação na presença de EDT

0,1 M, a lectina de P .a r v e n s e não apresentou atividade hemaglutinante, sugerindo que esta

proteína, assim como muitas lectinas vegetais (LIS & SHARON, 1990; VASCONCELOS e t

a I . , 1991; MOREIRA e t a I . , 1991), necessita da presença de íons para manutenção da sua

atividade biológica. Na lectina de C .e n s i fo rm is a presença de íons metálicos coordenados na

molécula é essencial para a formação e estabilização estrutural do sítio de ligação a

carboidratos (SHARON & LIS, 1989). Segundo ENTLICHER e t a I . (1970), a lectina de

P .s a t iv u m também requer íons metálicos em sua estrutura para interagir com carboidratos.
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A sequência N-terminal de aminoácidos das cadeias a. ecbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBAJ3 da lectina deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e é

idêntica àquelas das cadeias J3 e a. da lectina de P .s a t iv u m , este fato evidencia um elevado grau

de identidade em suas sequências primárias, fato comum entre as lectinas de leguminosas

(CAVADA e t a I . , 1 9 9 3 ) .

A composição de aminoácidos da lectina de P .a r v e n s e é similar a composição de outras

lectinas da tribo V ic ie a e , sendo particularmente rica em ácido aspártico e treonina e não

apresentando resíduos de metionina e cisteína. Após a degradação proteolítica da lectina de

P .a r v e n s e com tripsina, quimotripsina e elastase, a sequência de aminoácidos foi determinada a

partir da superposição dos peptídios obtidos com a sequência de aminoácidos da lectina de

P .s a t iv u m . Para alguns segmentos de aminoácidos da cadeia J3 não foram encontrados

peptídios correspondentes. A cadeia a. da lectina de P .a r v e n s e é constituída de 53

aminoácidos. Toda a sequência de aminoácidos para a qual foram encontrados peptídios é

idêntica à sequência de aminoácidos da lectina de P .s a t iv u m . A subunidade J3 apresentou uma

massa molecular de 19.986 ± 1,8 Da, correspondendo ao valor encontrado para a cadeia J3 da

lectina de P .s a t iv u m dos resíduos 1 a 181. Para a subunidade a. foi encontrado o valor de

5.592 ± 0,3 Da que equivalente a massa molecular dos resíduos 1 ao 53 da cadeia a. daquela

lectina. Durante o processamento das lectinas de espécies pertencentes a Tribo V ic e a e , a pro-

lectina é clivada pela ação enzimática de uma após a tradução originando as subunidades a. e J3

endopeptidase (lllGGINS e t a I . , 1983a
; IllGGINS e t a I . , 1983~. Durante esta clivagem,

vários resíduos são removidos da região de ligação entre as duas cadeias. Segundo

RICHARDSON e t a I . (1978) e HEMPERL Y e t a i . (1979), o aminoácido C-terminal da cadeia

J3 da lectina de P .s a t iv u m é Asn-187. O aminoácido C-terminal encontrado para a lectina de

P .a r v e n s e foi Asn-181 em concordância com os resultados obtidos por EINSPAHR e t a lo

(1986) para o resíduo C-terminal da cadeia J3 da lectina de P .s a t iv u m . Entretanto, o resíduo C-NMLKJIHGFEDCBA

•
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terminal encontrado para a cadeia a deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e foi Lys-234 diferindo daquele encontrado

para a lectina de P .s a t iv u m por RICHARDSON e t a i . (1978) e HEMPERL Y e t a I . (1979) que

foi Gln-234 e também daquele encontrado por EINSPAHR e t a lo , 1986, que foi Ser-239. A

porção C-terminal das lectinas pertencentes a tribo V ic ie a e é bastante variável devido a

possível remoção de vários resíduos de aminoácidos (EINSP AHR e t a I . , 1 9 8 6 ) .

Os coeficientes de extinção (E Icm, 1%) encontrados para as lectinas de P .a r v e n s e e de

P is a t iv u m foram de 14,8 e 16,8 respectivamente. O valor de encontrado para a lectina de

P .s a t iv u m foi semelhante aquele encontrado por VAN DRIESSCHE e t a lo (1982). Como

estas proteínas apresentaram estrutura primária semelhante sendo observado apenas a ausência

de alguns aminoácidos em ambas as cadeias esperava-se que os coeficientes de extinção

fossem iguais. Entretanto a composição de aminoácidos da porção C-terminal da lectina de

P .s a t iv u m não apresentada pela lectina de P .a r v e n s e possui aminoácidos carregados

negativamente em valores próximos a neutralidade podendo refletir em uma melhor

solubilização da proteína. Por outro lado, a lectina de P .s a t iv u m utilizada para esta

determinação foi obtida comercialmente, e sabendo-se que preparações protéicas diferentes

podem exibir solubilidade diferenciada, este fato pode ter levado a uma concentração diferente

da lectina em solução, diminuindo o E1em, 1%.

A controvérsia se os taxa P .s a t iv u m e P .a r v e n s e constituem uma única espécie é antiga

e ainda pertinente. Em relação a lectina podemos afirmar que apresentam proteínas

semelhantes, restando entretanto, a resolução da estrutura de P .a r v e n s e por difração de raios

X de seus cristais. A FIGURA 17 representa a estrutura tridimensional da lectina de P .s a t iv u m .

Como a lectina de P .s a t iv u m e a lectina de P .a r v e n s e são idênticas a nível de sequência de

aminoácidos, suas estruturas tridimensionais também o são.

Após a germinação das sementes de P .a r v e n s e no escuro, foi observado através de

eletroforese em gel de poliacrilamida, que as proteínas de massas moleculares aparentes mais
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FIGURA 17 - Estrutura tridimensional da lectina deLKJIHGFEDCBAP .s a t iv u m .



85

elevadas eram mobilizadas ao longo da germinação, enquanto as bandas protéicas

correspondentes à lectina persistiram durante todo o experimento que teve 22 dias de duração.

A presença da lectina foi confirmada pela atividade hemaglutinante durante o mesmo período.

A lectina parece então ser metabolizada mais lentamente que outras pro eínas encontradas nos

cotilédones. Segundo PEUMANScbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA& VAN DAMME (1995), as plantas parte do

nitrogênio na forma de proteínas que se ligam a carboidratos que podem

proteínas de defesa passiva. Desta forma o fato de permanecer intacta e o

germinação pode ser um indicativo do seu papel de defesa durante este período.



6 CONCLUSÕES

1. A lectina presente em sementes deLKJIHGFEDCBAP is u m a r v e n s e é do tipo glicose/manose e apresenta uma

massa molecular de 50 kDa.

2. A lectina estrutura-se como um dímero (aJ3)2, sendo desta forma composta de duas cadeias

polipeptídicas distintas denominadas a e J3 que associadas por interações não covalentes

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

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

3. A lectina de P a r v e n s e apresenta um ~G' de ativação do processo de desnaturação de 23

kcal/mol na temperatura de 70°C, um coeficiente de extinção de 14,8, possui íons metálicos

associados a sua estrutura e não apresenta carboidratos ligados covalentemente.

4. A lectina de P ia r v e n s e aglutinou eritrócitos humanos do sistema ABO, coelho e boi não

tratados e tratados com enzimas proteolíticas. Aglutinou também hemácias nativas de

cabra, porco e galinha bem como mostrou ser mitogênica para linfócitos humanos do

sangue periférico.

5. A composição de aminoácidos da lectina de P a r v e n s e foi similar a composição de

aminoácidos de outras lectinas da tribo V ic ie a e , se mostrando particularmente rica em

ácido aspárticocbaZYXWVUTSRQPONMLKJIHGFEDCBA+ asparagina e treonina. A identidade de sequência de aminoácidos das

lectinas de P .a r v e n s e e P .s a t iv u m é de 100 %.
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6. De acordo com o estudo da germinação das sementes deLKJIHGFEDCBAP .a r v e n s e na ausência de luz, os

resultados sugerem que a lectina não é uma proteína de reserva clássica e que pode ter

uma outra função durante a germinação da planta.
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