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RESUMO

Acacia farnesiana pertence ao subgénero Acacia da subtribo Mimosoiedeae
(Leguminosaea). Esta espécie € conhecida por suas propriedades medicinais,
sem contudo existir referéncias mais detalhadas sobre a analise bioquimica de
seus componentes quimicos. Estudos revelaram a existéncia de lectina na fragéo
albuminica na farinha das sementes desta espécie. As lectinas sado proteinas que
possuem no minimo um sitio de ligagdo a acgucar, por isso, sdo capazes de
interagir com células e elicitar uma variedade de fendmenos biolégicos. Neste
trabalho descreve-se o isolamento e caracterizagcdo de uma segunda lectina no
extrato da farinha de Acécia farnesiana na fragdo das glutelinas acidas. Essa
lectina mostrou especificidade sanguinea por heméacias, tratadas ou ndo com
enzimas proteoliticas, de coelho. Um valor protéico de 4,2mgP/gF. Em analise
eletroforética verificou-se uma massa em torno de 60-65KDa. A lectina isolada da
fracdo das glutelinas acidas foi purificada em coluna de troca idnica mostrando
um unico pico onde se concentrava toda atividade hemaglutinante e confirmada
pela cromatografia de fase reversa que apresentou também um unico pico. A
lectina apresentou um unico ponto isoelétrico em pH 4,6 mostrando seu carater
acido e sua pureza. A lectina da fragdo das glutelinas acidas de Acacia farnesiana
foi reconhecida pelos anticorpos anti-PPL (Parkia phatycephala). Esses
resultados demonstram claramente que existem epitopos comuns entre estas
duas lectinas. Submetida a analise de aminoacidos e aminoagucares verificou-se
maior conteudo de residuos de acido ASX (acido aspartico/asparagina), GLX
(acido  glutdmico/glutamina) e leucina. Sequéncia composta por:
QSFKNNNFNEASIILQGDAIISSTGVLQLTNVVDNGESPT. Quando testado sua
atividade biolégica contra bactérias patogénicas (Streptococcus mutans) e
fitopatégenos (Xanthomonas axopodis pv passiflorae e Clavibacter michiganensis)
inibiu em até 92% numero de colénias de xantomonas numa concentragéo de
400ug de lectina glutelina acida /ml e 100% quando a espécie foi a Clavibacter.
Em ensaios de agregagao plaquetaria, a lectina conseguiu ativar as plaquetas de
maneira dose dependente.
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ABSTRACT

Acacia farnesiana belongs to the subgenera Acacia from the subltribe
Mimosoideae (Leguminosaea). This specie is known for its medicinal properties,
but further specific references about its biochemical analysis and its chemical
components. Studies revealed the existence of a lectin in the albumin fraction
extracted from its seeds. Lectins are proteins having at least one carbohydrate
binding site, therefore, presenting the ability to interact with cells and provoke a
series of biological phenomena. In this work, the isolation and characterization of
a second lectin from the acid gluteline from Acacia farnesiana seeds is described.
This lectin has presented specificity for rabbit erythrocytes, native or submitted to
treatment with proteolytic enzymes. Through PAGE-SDS analysis an apparent
weight of approximately 60-65kDa was found. The lectin from the acid gluteline
fraction was purified through ion exchange chromatography which has generated
a single retained peak that concentrated all the hemagglutination activity and
through a subsequent step of reverse phase chromatography that has also
generated a single peak, corresponding to the the lectin. The latter fraction was
submitted to a chromatogofocusing procedure that revealed the existence of a
single isoeletric point in pH 4.6, data that confirmed not only its acid character but
also its purity. This new Acacia farnesiana lectin was recognized by anti-PPL
(Parkia platycephala lectin) antibodies, result demonstrating the existence of a
common epitope within these lectins. The amino acids and amino sugars analyses
revealed a major content of ASX (aspartic acid/asparagine) GLX (glutamic
acid/glutamine) and leucine. The N-terminal sequence presented was
SFKNNNFNEASIILQGDAIISSTGVLQLTNVVDNGESPT. When assayed against
patoghenic bacteria (Streptococcus mutans) and phytopathogens (Xanthomonas
axopodis pv passiflorae and Clavibacter michiganensis) this lectin was capable of
inhibiting 92% of number the viable colonies from X. axopodis. in a 400 ug/mL
concentration and 100% of the viable colonies from C. michiganensis). In Platelet
Aggregation assays, this protein was able to activate platelets in dose dependent
way.
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1. - INTRODUCAO

1.1 - Lectinas

Reconhecidas inicialmente como proteinas com capacidade de aglutinar
hemacias, as lectinas fazem parte de um grupo de proteinas amplamente
distribuidas na natureza. Presentes na maioria dos seres vivos, tanto no reino
vegetal, animal e em microorganismos como bactérias, protozoarios e virus, as
lectinas tem sido amplamente estudadas e se tem chegado a conclusao de que sua
principal importancia esta centrada em suas propriedades biolégicas, em seu poder
de aglutinar eritrécitos e outras células como linfécitos, plaquetas, etc. e pela
capacidade de induzir mitoses e efeitos citotoxicos sobre os linfécitos e aglutinar
virus.

O estudo de suas propriedades e caracterizagao no decorrer de anos foi base
para melhor definir estas proteinas. Assim, numa versao mais recente lectinas sao
definidas como grupos de proteinas nao pertencentes ao sistema imunoldgico,
possuindo pelo menos um sitio ligante nao catalitico, a qual se liga de forma
reversivel a carboidratos, sem alterar a sua estrutura covalente. (Peumans & Van
Damme 1995).

Esta versdo abrange uma gama muito extensa de lectinas que se comportam
de maneira diferente, tanto do ponto de vista de suas propriedades aglutinantes
como de sua capacidade de precipitar glicoconjugados, assim pressupde a divisdo
dessas em quatro grupos, segundo Van Damme 1998: Merolectinas- lectinas que

possuem exclusivamente um sitio de ligagdo a carboidratos (dominio lectinico) e que




devido sua natureza monovalente, ndo s@o capazes de aglutinar células ou
precipitar glicoconjugados. Neste tipo esiéo incluidas, por exemplo a heveina,
proteina ligante de quitina encontrada no latex da seringueira (Van Parijis & col.,
1991); e as proteinas monomeéricas ligantes de manose, presentes em orquideas.
Hololectinas - lectinas que possuem exclusivamente dominios lectinicos, no minimo
dois sitios de ligacdo a carboidratos, e portanto sdo capazes de aglutinar células e
precipitar glicoconjugados. Sao conhecidas como “hemaglutininas”. Nesse grupo se
encontra a maioria das lectinas ja estudadas. Quimerolectinas- lectinas que além
do sitio de ligacdo a carboidrato possuem atividade catalitica ou outra atividade
biologica, em outro sitio de ligacdo. Incluem-se nesses grupos as RIPs (‘ribosome
inactivating proteins”) tipo 2(abrina e ricina) e as quitinases classe 1 de plantas.
Superlectinas - quimerolectinas que possuem mais dois dominios que diferem do
sitio de ligagao a carboidratos tanto em estrutura como em fungao. A lectina de tulipa

€ um exemplo desse grupo (Van Damme & col., 1996).

1.2 - Breve Histoérico

O primeiro estudo sobre lectinas foi reportado por Stillmark em 1888 quando,
estudando toxicidade das sementes de Ricinus communis (mamona), observou que
o extrato desta semente provocava aglutinagdo de células vermelhas de animais de
diferentes espécies. Ele denominou de ricina o principio ativo deste extrato e sua
agao toxica foi atribuida a propriedade de aglutinar heméacias em vasos sanguineos

pequenos (citado por Roque-Barreira, 1998).
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Posteriormente, Hellin demonstrou efeitos aglutinantes similares ao da ricina,
estudando uma proteina das sementes de Abrus precatorius (jequiriti), a abrina.
Numerosas substancias aglutinantes toxicas e n&o toxicas foram descobertas depois
em outras plantas (citado por Roque-Barreira, 1998).

Foi entdo pelo ano de 1919 que se obteve a primeira lectina na forma
cristalizada, descoberta por James B. Summer, a partir de sementes de Canavalia
ensiformes, a concanavalina A (ConA) (citado por Bernard, 1993.) Na década de 40,
os investigadores Rose M. Reguera e William C. Boyd, reportaram que certas
sementes contém aglutininas especificas para antigenos dos grupos sanguineos
humanos. Observaram que extratos de Phaseolus Iunatus aglutinavam
seletivamente eritrocitos do grupo A e descreveram que, dentre extratos de
sementes de 57 diferentes espécies, havia diversos com especificidade para grupos
sanguineos particulares.

O primeiro a usar o termo lectina (do latim legere, escolher, selecionar) foi
Boyd & Shapleigh em 1954 ao observar que algumas aglutininas obtidas de
sementes de plantas podiam reconhecer um grupo especifico e aglutina-lo (citado
por Perez-Cornélio, 1999). Foi somente a partir de 70 que as lectinas passaram a
ser tema de investigacao de varios grupos de pesquisa.

O crescente aumento em pesquisas com lectinas parece ter relagdo com a
descricdo de suas propriedades biolégicas como cita Sharon, 2003: a ConA, por
exemplo, uma das lectinas mais investigadas, quando imobilizada em agarose, é
utilizada para isolamento de polissacarideos e glicoproteinas; Lectinas de Dolichos
biflorus e de Vicia graminea s&o utilizados em bancos de sangue para identificagao
de hemacias do grupo A e N, respectivamente; Lectina de Ulex europeus usada para

identificar individuos secretores de substancias dos grupos sanguineos A, B ou H na
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saliva ou outros fluidos biolégicos; Aglutininas de gérmen de trigo (WGA), ConA e
aglutinina da soja usada para aglutinar preferencialmente células neoplasicas.

No decorrer dos ultimos 20 anos, centenas de lectinas foram purificadas e
caracterizadas. O conhecimento da diversidade destas proteinas isoladas de
plantas, animais e microorganismos, aliado a sua grande e diferente especificidade
por acgucares, faz dessa classe de proteinas ferramentas valiosas tanto para
detecgao e isolamento de glicoproteinas, como também para caracterizagao parcial
das porg¢des carboidrato destas e acompanhamento de mudangas que ocorrem nos
acucares de superficie das células em processo de desenvolvimento ou de
transformacdo. Além disto, o estudo do maior numero possivel de lectinas é

fundamental para a elucidacao de suas fungdes biolégicas endégenas.

1.3 - Interacdes proteinas — carboidratos

Os primeiros relatos sobre o papel dos carboidratos no reconhecimento
celular foram feitos por Burnet em 1951, na Austrdlia, através da demonstracdo de
que a presenca de residuos de acido sidlico na superficie da membrana eritrocitaria
€ um requerimento absoluto para a ligagdo do virus influenza, uma vez que o
tratamento prévio das células com neuraminidase abolia a reagdo de ligacdo
(Burnet, 1951). Foi entdo que em 1986 Cook estabeleceu que a maioria das células
tem em sua superficie carboidratos na forma de glicoproteinas, glicolipidios e
polissacarideos. Posteriormente tornou-se evidente o enorme potencial que esses
carboidratos de superficie assumia como codificador de informagdes bioldgicas

(Sharon & Lis, 1989).




A idéia de que carboidratos de superficie pudessem desempenhar um papel
importante no reconhecimento celular fez com que as lectinas, conhecidas até entao
por sua propriedade de ligagdo a carboidratos, assumissem um importante lugar
como decodificadoras da informagéao biolégica contida nos agucares

Uma grande diversidade de estruturas de carboidratos tem sido detectada em
associagdo com glicoconjugados soluveis ou ligada a superficies (Galego- Del- Sol &
col., 2005). Ha fortes indicios de que essa diversidade seja biologicamente
significativa, pois, em muitas situagdes, carboidratos modificam as atividades de
proteinas as quais estdo associadas e também servem como marcadores de
diferenciacéo celular, desenvolvimento e estados patologicos (Hakomori, 1984).

As bases estruturais da interagdo lectina - sacarideo foram revistas por Rini,
1995; Weis & Drickamer, 1996 e Elgavish & Shaanam 1997, fundamentados nas
estruturas tridimensionais conhecidas de 30 complexos lectina - carboidratos.

Carboidratos interagem com lectinas através de pontes de hidrogénio, de
coordenagéo por metil, forcas de Van der Waals e interagdes hidrofébicas (Elgavish
& Shaana, 1997). A disponibilidade de um grande numero de grupos hidroxila nos
acucares os transforma em fortes candidatos como participantes 6bvios em redes
complexas de pontes de hidrogénio, os grupos hidroxilas de agucar agem como
doadores ou como receptores de hidrogénio. Atomos de cadeia lateral dos
aminoacidos Asp e Asn do CDR (dominio globular de reconhecimento de
carboidrato) e os hidrogénios da amida da cadeia principal e o oxigénio de
carbonilas geralmente participam dessas pontes. O reconhecimento seletivo de
hidroxilas epiméricas & um aspecto importante da ligacdo diferencial de agulcares
pelas lectinas. Pontes de hidrogénio mediadas por agua também participam das

interagbes lectina - carboidrato, podendo contribuir com forga de grandeza
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semelhante & proporcionada por pontes diretamente estabelecidas entre a proteina
e 0 agucar (citado por Roque-Barreira, 1998).

Merece destaque o fato de que, geralmente, os aminoacidos envolvidos na
ligagdo aos carboidratos sejam os mesmos de uma lectina para outra, ainda que
elas difiram em suas especificidades. Os aminoacidos, entretanto, ligam-se aos
carboidratos com diferentes orientagdes, dependendo da lectina. Aparentemente,
ndo s6 o aminoacido € importante para a ligagao, mas também é fundamental a
“‘moldura” proporcionada pela cadeia peptidica, conforme observagdes feitas pelo
grupo liderado por Osawa (Yamamoto & col., 1992).

Dois aspectos da organizacao das lectinas auxiliam na compreensao do papel
que exercem. O primeiro se refere ao fato de que a atividade ligante a aglcar é
atribuida a uma porgao limitada da molécula, correspondendo tipicamente a um
dominio globular de reconhecimento de carboidrato (CRD), de menos de 200
aminoacidos. O segundo diz respeito a que os CRDs de muitas das lectinas
relacionam-se entre si, quanto & seqiiéncia de aminoacidos, o que faz com que as
lectinas conhecidas, em sua grande maioria, possam ser reunidas em um numero
relativamente pequeno de grupos (citado por Weis & Drickamer, 1996).

Cavada & col, 2001 demonstraram que lectinas de especificidade
semelhantes por carboidratos pode, em alguns casos, apresentar afinidade pelo
ligante diferenciada, sugerindo que algum tipo de diferenca estrutural entre as
lectinas pode ocasionar diferencas de afinidade em cada complexo estabelecido
entre lectina - ligante, e isto se refletir na poténcia das atividades bioldgicas

desempenhadas por estas proteinas.




1.4 - Ocorréncia

As lectinas estdo amplamente distribuidas na natureza, pois além de serem
detectadas em plantas superiores, ja foram isoladas de todas as classes e familias
de seres vivos: algas, vertebrados, invertebrados e microorganismos, incluindo
fungos e virus, apresentando uma grande variedade de formas e tamanhos. Muitas
destas proteinas podem ser agrupadas em familias distintas que exibem similaridade
quanto as propriedades estruturais e de sequéncia de aminoacidos em suas cadeias
polipeptidicas. No reino vegetal, podem-se citar algumas espécies como as da
familia Leguminosae aonde podem ser encontradas lectinas com alto grau de
homologia de seqiiéncia, evidenciando assim, uma linha taxonémica bem definida
(Sharon & Lis, 1995), ou ainda que estas proteinas tenham um ancestral comum ao
longo do processo evolutivo. E importante destacar que até o presente momento se
conhece um maior numero de lectinas de sementes de plantas pelo simples fato de
que sementes sdo mais abundantes e mais faceis de trabalhar (ndo apresentam
pigmentos), mas que nao significa que seja de fato o grupo de seres vivos que

apresentem de fato mais lectinas.

1.4.1 Lectinas Vegetais

Isoladas preferencialmente de leguminosas, as lectinas vegetais, sao
encontradas geralmente nos cotilédones e endospermas das sementes, porém
também est&o presentes nas folhas, raizes, tubérculos e flores. Acredita-se que as

lectinas s&o sintetizadas nas folhas e imediatamente transferidas para as sementes,
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fato evidenciado pelo aumento da concentragdo de lectinas nas sementes em
desenvolvimento que é paralelo a um rapido decréscimo de suas concentragdes nas
folhas maduras.

Entre as lectinas de vegetais melhor estudadas se encontram as seguintes:

a) Concanavalina A, uma proteina obtida da planta Canavalia ensiformis que
reconhece preferencialmente residuos de a -D-glucose e a -D- manose (Bittiger &
Schnebli, 1976);

b) Aglutinina de gérmen de trigo, também chamada de WGA (wheat germ
agglutinin), cujo sitio de ligagao € o &cido a-N-acetilneuraminico.

c) Fitohemaglutinina, ou PHA, lectina encontrada no Feijdo Phaseolus vulgaris.
Sabe-se que tem agdo mitogénica e, eventualmente, capacidade de aglutinar
especificamente células malignas (Mitchell & col., 1998). Assim, essa lectina tem
despertado um grande interesse na investigagao para utiliza-las como controle no
tratamento de tumores.

A funcgdo fisiolégica que as lectinas desempenham em plantas ainda
permanece um enigma. Algumas funcdes foram propostas: as lectinas podem
funcionar como transportadoras e consequentemente na armazenagem de
carboidratos nas sementes (Nakamura & col., 2004); no processo de ligagao entre
bactérias fixadoras de nitrogénio e a raiz na inibicado do crescimento de fungos, na
protecao contra ataque de insetos (Wang & col., 2000a e b); na regulagédo hormonal
do crescimento e desenvolvimento da planta (Sanz-Aparicio & col., 1997).

Tem sido proposto também que devido a sua ampla distribuicdo em vegetais,
as lectinas podem estar associadas a papeis de defesa dos vegetais contra ataques

de bactérias e virus patogénicos (Giles & Hector, 1998) e mesmo contra herbivoros,




auxiliando, assim, a preservar e a perpetuar as espécies onde sao encontradas.
Outros usos para as lectinas vegetais estdo sendo propostos, como por exemplo o
de promotoras de adesao entre diversas células (ou organismos), destacando os
trabalhos de Bar-Shavit (1976) e Gallily (1984) que utilizaram concanavalina A para
favorecer a fagocitose de microorganismos por macréfagos.

As lectinas de vegetais sdo classificadas em sete diferentes familias: as
lectinas de leguminosas; lectinas de monocotiledéneas; lectinas ligadoras de
manose; lectinas ligadoras de quitina; RIPs tipo 2; lectinas relacionadas a jacalina;
lectinas relacionadas a amarantina e lectinas de floema de Cucurbitaceace. As trés
altimas classes sdo compostas por um numero pequeno de lectinas (Van Damme &
col., 1998).

Os principais grupos de especificidade encontrados entre as lectinas da

classe das leguminosas sao: manose, glicose e seus a - glicosideos - neste grupo

todas as lectinas ligam-se igualmente tanto a manose como glicose; galactose e N-

acetilgalactosamina - as lectinas incluidas neste grupo sao especificas para ambos

0s agucares, entretanto em alguns casos, na ligacédo a um deles pode ocorrer mais

fortemente; N-acetilglicosamina - lectinas que se ligam mais fortemente através das

formas oligoméricas do tipo 3-1,4 (dimeros, trimeros, tetrameros, etc.); a-L-fucose ;

e oligossacarideos complexos (Rudiger, 1997).

Uma mesma planta pode conter lectinas completamente diferentes em termos
de especificidade de ligacao a carboidratos. Por exemplo, em Vicia cracca, além de
uma série de isolectinas tipicas que ligam N-aceti-glicosamina (Rudiger, 1977),
existe também uma segunda lectina reconhecedora de glicose/manose (Baumoum &

col., 1979).




As lectinas de leguminosas sao sintetizadas como peptideos de
aproximadamente 30 kDa, com uma sequéncia sinalizadora de 20 residuos de
aminoacidos, que precede a cadeia da lectina madura e guia seu transporte para a
luz do reticulo endoplasmatico. As cadeias de 30 kDa podem se combinar para
formar dimeros de 60 kDa, ou tetrameros de 120 kDa.

Estudos de estruturas tridimensionais de lectinas, alguns citados por Rougé &
col., 1991 e Sharon & Lis, 1993 mostram que lectinas com diferengas na suas
estruturas primarias, como também em suas especificidades de ligagdo a agucar,
tém surpreendentes similaridades de estruturas tridimensionais. As subunidades tem
formato de sino com a cupula plana, formada basicamente por duas folhas B-anti-
paralelas, praticamente sem ocorréncia de a-hélice. Entre as lectinas de
leguminosas, os sitios de ligacao para residuos hidrofébicos, ions metal e moléculas

de agua sdo altamente conservados (Loris & col., 1994).

1.4.2 Lectinas Animais

Lectinas animais, sdo encontrados tanto em invertebrados como caracois,
caranguejos, camardes, moluscos, peixes, helmintos etc., como também em
vertebrados. Entre as lectinas do reino animal hoje € conhecido os seguintes grupos

principais:

a) lectinas do tipo C, dependentes de calcio: apresentam como peculiaridade o
fato de so ter sua atividade ligante manifestada na presenga de célcio, em pH de
aproximadamente 6,5 (Drickamer, 1988). A familia inclui receptores endociticos dos

hepatdcitos e macréfagos, moléculas de adeséo celulares denominadas selectinas e
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moléculas secretadas encontradas na matriz extracelular e no plasma. Cada uma
dessas proteinas contém um ou mais CRD, combinado com outros dominios que
participam da determinacdo das fungdes da molécula (Weis & col.,, 1992). Sao
representantes desse grupo as proteinas ligantes de manose (Taylor & col., 1989),
as selectinas (Springer, 1991), as calnexinas chaperonas (Ware & col., 1995) e as

lectinas de superficie de células natural “Killer” (Bezouska col., 1994).

b) lectinas do tipo S, ou galectinas, ligantes de lactose: constituem uma grande
familia de proteinas ligantes de lactose, além de uma ampla gama de papéis por
elas desempenhados, muitos dos quais relacionados com fungdo imunolégica.
Foram, durante a evolugao, altamente conservadas, e em mamiferos distribuem-se
em tecidos diversos, onde propiciam interacdes célula/célula ou célula/matriz
extracelular, através do reconhecimento especifico de estruturas contendo B-
galactosideos (N-acetil-lactosamina). As galectinas mais estudadas sdo a galectina 1

com 13-14,5 KDa (Harrison, 1991), galectina 3 com 29-35 KDa ( Hughes, 1994).

c) lectinas do tipo P, receptores de manose 6-fosfato: grupo de lectinas que

apresentam receptores para manose-6-fosfato (Gabius, 1997).

d) lectinas do tipo I, com dominio imunoglobulinico: engloba um grupo de
proteinas que compartiiham um motivo estrutural, um dominio imunoglobulinico, e
foram descritas pela primeira vez em anticorpos. Estas proteinas se ligam a
carboidratos independentemente da presenga de calcio. Uma proporgcao expressiva
de lectinas do tipo | estabelece interagées dependentes do reconhecimento de acido

sidlico (Collins & col, 1997). Ha lectinas de mamiferos do tipo | que desempenham
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papel importante em fungdes imunolégicas, destacando-se a sialoadesina de
macroéfagos, CD22 de linfoécitos B e CD33 de células mielomonociticas (Hanasaki &
col, 1995; Crocker & col., 1997; Sgroi & col, 1996).

As lectinas de tipo C e S sdo as mais abundantes entre os vertebrados. Essa
classificacdo porém, nao abrange todas as lectinas encontradas e isoladas em
animais. Propde-se que pentraxinas — lectinas dependentes de calcio, mas que nao
apresentam homologia estrutural com as lectinas do tipo C — constituam um quinto
tipo de lectina animal (Vasta & col.,, 1994) e que lectinas de tipo L — que tém
homologia de seqiéncia com lectinas de legumes — constituam um grupo adicional

de lectinas animais (Drickamer, 1995).

1.4.3 Lectinas de parasitas

As lectinas tém emergido como estruturas importantes no processo de
reconhecimento tecidual pelos microorganismos, influenciando sua adesao ao tecido
hospedeiro e o desenvolvimento de diversas infecgées. Johnson em 1994
demonstrou que nas fimbrias tipo 1 de Escherichia coli existe uma lectina que se
liga preferencialmente a oligomanose e oligossacarideos hibrido de glicoproteinas
da superficie de animais. Esses acgucares estdo presentes no epitélio do trato
urinario de algumas espécies de mamiferos, e o seu reconhecimento pela lectina
das fimbrias promove a adesao do patégeno a células do epitélio local. Essa lectina
& também responsavel pela fagocitose e o “burst” respiratério de neutréfilos e por
desgranulacdo de mastocitos, com conseqluente liberagdo de mediadores

inflamatérios (Malaviya & col., 1994; Abrahan & Malaviya, 1997), fendmenos
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importantes na resposta inflamatéria aguda e que podem influenciar no curso da
infeccao

No campo da parasitologia, as lectinas tém sido amplamente utilizadas com
diversas finalidades, como definir estagios de desenvolvimento de parasitas,
identificar lectinas seletivas para determinar espécies ou formas de parasitas,
localizar residuos de acgucares, caracterizar glicoconjugados, discriminar entre
formas patogénicas e nao patogénicas de organismos (Jacobson & Doyle, 1996).

Um enfoque especial tem sido dado aos estudos de lectinas mediando a
adesao e fagocitose de protozoarios. A adesao e internalizacao de leveduras ou de
hemacias por Acanthamoeba castellani foi observada ser especificamente inibida por
manose, sugerindo a presenca de lectina na superficie de Acanthamoeba (Allen &
Dawidowicz, 1990). Entamoeba histolytica liga-se a carboidratos ou glicoproteinas
através de lectina presente em sua superficie. Essa lectina medeia a aderéncia de E.
histolytica ‘as células epiteliais humanas, através do reconhecimento especifico de
residuos galactose e N-acetil D-galactosamina (Petri & col., 1989).

Também foram identificadas lectinas ligantes de galactose em alguns
nematdéides como Caenorhabditis elegans (Arata &col., 1997) e Teladorsagia
circumcita, que apresentam similaridade entre si e com uma proteina ligante de B-

galactosideos de Onchocerca volvulus (Newton & col., 1997).

1.5— Lectinas como ferramentas biotecnoldgicas

Atualmente ja € consenso a potencialidade da gama de variadas aplicagbes
em diversas areas da ciéncia como pode ser observado pela variedade de
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empresas e catalogos comercializando estas proteinas para os. mais diversos

usos. Assim, estas proteinas podem ser utilizadas em (entre outras aplicagoes):

e Estudo quimico da estrutura de superficie celular de grupos sanguineos e
na tipificacao dos mesmos

o Tipagem e caracterizagao de microorganismos;

e Na detecgdo do tipo de agucares presentes na superficie celular e
processos de reconhecimentos mediados pela interacdo especificas de
carboidratos com receptores;

e Para determinar a patogenicidade dos microorganismos em suas relagées
de adesao célula (Giles & Héctor , 1998).

e Reconhecimento especifico de transformagdes neoplasicas;

e Excelentes indutores de proliferagcao de linfécitos (agao mitogénica);

e Ferramentas importantes para se estudar os mecanismos complexos
envolvidos nos processos inflamatérios;

¢ Indutores da sintese de citocinas tanto in vitro como in vivo;

¢ Ferramentas fundamentais para se estudar os mecanismos envolvidos no
fendmeno de apoptose;

e Ferramentas fundamentais para se estudar os mecanismos envolvidos nos
processos alérgicos;

¢ Imunoadjuvantes de vacinas;

e Moléculas chaves para processos de controle de liberagdo e/ou
direcionamento de drogas (drug delivery);

e Moléculas fundamentais para a constru¢ao de misseis bioldgicos dirigidos

contra alvos especificos dentro do organismo;
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e Ferramentas importantes para se estudar a contratilidade muscular;

e Devido a variabilidade de especificidade por carboidratos, excelentes
ferramentas para se estudar fungées renais in vitro, in vivo e ex vico;

o Fundamentais na cancerologia moderna, tanto para diagnéstico
(reconhecimento especifico de determinados tipos de cancer) como para
terapia (construcdo de drogas dirigidas especificamente contra células

neoplasicas);

1.6 - Género Acacia

Pertencente a familia Leguminosae (ou Fabaceae), subfamilia Mimosoideae o
género Acacia € um grande taxon composto por mais de 1350 espécies distribuidas
por todo o mundo, em especial nas regides tropicais e subtropicais (Seigler, 2003).

A familia Leguminosae é uma das maiores dentre as dicotiledéneas,
compreendendo mais de 13.000 espécies reunidas em mais de 600 géneros
distribuidos mundialmente, principalmente nas regides tropicais e subtropicais (Joly,
1998).

Segundo Engler, a familia Leguminosae é dividida nas subfamilias
Mimosoideae, Caesalpinioideae e Faboideae (Papilionideae); enquanto que para
Cronquist, o conjunto das subfamilias esta englobado nas familias Mimosoideae,
Caesalpiniaceae e Fabaceae (Papilionaceae) (citado por Joly ,1998).

A subfamilia Mimosoideae, encontra-se distribuida nas regiées tropicais,
subtropicais e calido-temperadas, com 50 a 60 géneros que englobam
aproximadamente 2.800 espécies em sua maioria pertencentes aos géneros Acacia,

Mimosa e Inga (Barroso, 1991).
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O género Acacia € um dos maiores nas Angiospermas. Um dos géneros
exbticos com maior representatividade, sendo responsavel pela cobertura de
extensas areas. Dentro desse género pode-se encontrar desde arvores, arbustos até
trepadeiras lenhosas. Considerada cosmopolita, de clima tropical e subtropical é
muito abundante em savanas e matas na América tropical, Africa, Asia e Australia
(Seigler, 2003).

Diversas espécies deste género sdo utilizadas como ornamental;, por sua
madeira, em marcenaria, como lenha, ou para obtencdo de carvédo; em curtumes,
devido a presenca de taninos; para extracdo de gomas; pelas esséncias florais,
empregadas em perfumaria; fixagdo de dunas; formagao de cercas vivas, com as
espécies aculeadas e a maioria apresentam flores meliferas (Correa, 1984).

Diversas espécies de Acacia sao utilizadas tradicionalmente para o
tratamento das mais diversas patologias. Andrade & col., 2003 cita alguns exemplos
do uso medicinal destas espécies:

e na Somalia utiliza-se a goma da A. tortilis como medicamento contra a
asma, conhecido como Qurac, os ativos foram encontrados como sendo quracol A
(1-(2,4-dihidroxifentil)-3-(3-hidroxifenil)-propan-2-ol, quracol B e fisetinidol (1-(2,4-
dihidroxifenil)- 3-(3,4-hidroxifenil)-propan-2-ol (Hagos & Samuelsson, 1988).

e Acacia nilotica é utilizada para tratamentos de enfermidades do trato
respiratorio, diarréias e hemorréidas, devido as suas propriedades ténicas,
adstringentes e estimulantes (Nabi & col., 1992). No Zimbabue esta planta é utilizada
no tratamento das DSTs (Kambizi & Afolayan, 2001).

e Chhabra & col.,1990 cita que Acacia mellifera e A. kirkii sdo utilizadas

no tratamento do cancer.; A. Pentagona € empregada na amenorréia; A. polycantha ,
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em crises asmaticas; a raiz da A.robusta € empregada em casos de

esquistossomose.

e As sementes da A. concinna s&o utilizadas para o tratamento de
doencas da pela (SEKINE et al., 1997).

o Foram observados efeitos toxicos com espécies da Acacia como A.
berlandieri e A. riqula, devido a presenca de alcaléides e aminas toxicas, conduzindo
a ataxia locomotora e efeitos sobre a fertilidade de ovelhas e cabras (Clement, 1997),
(Clement; & col., 1998).

e Efeito antimicrobiano foi verificado com extratos de diversas espécies
de Acacia. Extratos de A. Koa demonstraram atividade contra Pseudomonas
aeruginosa Bushnell & col., (1950) e da A. Robusta contra cepas de Staphylococcus
aureus e Escherichia coli (Khan & col.,1980).

e Extratos da A. angustifolia inibiram o crescimento de cepas de
Staphylococcus aureus, Bacilus subtlis, Klebsiella pneumoniae e Candida albicans
(Hoffmann &col., 1993).

e O extrato metandlico das cascas da A.Senegal inibiu o
desenvolvimento de Streptococcus mutans, Actinomyces viscosus e da levedura
Candida albicans (Khan & col., 2000).

e Utilizando extratos hexanicos e metanodlicos da A. senegal e A. nilotica.
Ali & col., 2001, obtiveram inibicdo das cepas de E. coli e de Staphylococcus aureus.

e Significativa acdo sobre bactérias Gram positivas e negativas foi
demonstrada com extratos da Acacia nilotica (Kambizi; Afolayan, 2001). Os extratos
aquosos e etandlico dos frutos da A. nilotica apresentaram atividade contra cocos
Gram positivos e bacilos Gram negativos, enquanto que o extrato hexanico
apresentou atividade contra Candida albicans (Mustafa & col., 1999). Devido ao teor
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de taninos, o extrato das suas folhas demonstrou efeito antimicrobiano sobre
Clostridium perfringens (Sotohoy; & col., 1995). Extratos aquosos e etandlicos desta
espécie também demonstraram atividade contra Streptococcus pyogenes,
Stapphylococcus aureus e Klebsiella spp (Chandel & col., 1993). Estudos com esta
espécie permitiram a observacado de atividades antipiréticas e antiinflamatérias
(Dafallah & Mustafa, 1996); antihipertensiva, antiespasmaddica (Gilani & col., 1999);
atuagdo consideravel in vitro sobre a replicagao viral do HIV-1 (Hussein & col., 1999)
e contra Plasmodium falciparum (El-Tahir & col., 1999).

e Efeito hipotensor em caes e ratos foi observado com o extrato aquoso
dos galhos da A. catechu (Sham & col., 1984). Uma potente agdo hepatoprotetora foi
observada com extratos desta espécie (Jayasekhar & col.,1997).

e Os extratos etandlicos da A. nilotica e A. farnesiana demonstraram
uma intensa atividade hipoglicémica (Wassel & col., 1992).

e Estudos realizados com diversas espécies de Acacia demonstraram
acao contra ovos do molusco Planorbis corneus (Gurevich, 1948).

e Atividade contra Biomphalaria alexandrina, molusco envolvido na
transmissdo da esquistossomose, foi observada com a A. nilética (Elsheikh & col.,
1990; Nazif & col., 2001) e com a A. saligna (Ahmed & col., 1999).

e Estudos dos extratos de espécies de Acacia do Sudao, entre as quais
a A. albida e a A. seval, demonstraram agao molusquicida contra Bulinus truncatos e
Biomphalaria pfeifferi, no controle da esquistossomose transmitida por estes
caramujos (Ayoub & Yakov, 1985a).

e Na A.catechu esta atividade foi relacionada a compostos fendlicos
(Ayoub; Yakov, 1985b). Atividades molusquicidas e cercaricidas foram também
constatadas com os extratos da A.concinna (Hyalij, 1999).
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e Atividades antihelminticas foram verificadas com o extrato metanoélico
da A.auriculiformis (Ghosh & col., 1993 e 1996; Babu & col., 1997; Sarkar & col.,
1998). A fragdo butandlica do extrato desta planta testada em camundongos,
apresentou potencial efeito antidepressivo (Sahai & col., 1980).

e Inibicdo do crescimento da Entamoeba histolytica em cobaias com
amebiase intestinal foi verificada com a A. arabica (Chakraborty & DAS, 1989).

e Inibicdo de proteinas quinase C em cérebros de ratos foi verificada
com os derivados da catequina extraidos da A. meianoxylon (Polya & Foo, 1994).

e Propriedades antiinflamatérias, pela inibicdo da ciclooxigenases, foram
observadas com a A. rehmanniana (Graw & col., 1997).

e Atividades antitumorais foram observadas com extratos aquosos da A.
decurrens (Oliveira, 1972), com a A. pennatuia (Popocca & col., 1998) e com a A.
laeta (Nassar,1999).

e Forte efeito antioxidante para variados ensaios foi demonstrado com as
cascas da A. confusa (Tzen & col., 2001).

e No género Acacia foi verificada atividade alelopatica com varias
espécies, interferindo na germinag@o e/ou no crescimento de diferentes espécies
que se desenvolvem ao seu redor (Ohno & col., 2001).

o Forte efeito alelopatico foi verificado para a A. confusa com estudos
realizados por Chou (1980).

» A germinagéo e o crescimento da raiz e hipocétilo de Trifolium pratense,
Trifolium repens, Phleum pratense e Lolium perenne frente as folhas e flores da A.
dealbata e dos solos coletados abaixo da planta foram fortemente inibidas (Reigosa

& col., 1984, Bhaskak & Dasappa, 1986).
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e A inibicido da germinagado do algodado, girassol, berinjela, tomate e
pimenta, bem como do crescimento da radicula e da plumula foram verificados com
os extratos das cascas e folhas da A. nilotica. O extrato das cascas promoveu uma
inibicdo maior que o extrato das folhas (Swamina & col., 1989).

e Foi observado que sementes de arroz embebidas com o lixiviado das
folhas da A.auriculiformis sofriam redugcdo da germinacdo, do crescimento e da
matéria seca acumulada da plumula (Jadhav & Gaynar, 1992).

e Extratos dos residuos da decomposigdo da A. menoxylon em quatro
diferentes tipos de solo foram avaliados. Efeito inibitério sobre o crescimento da
Lactuca sativa foi observado para os extratos dos residuos do inicio da
decomposic¢ao (Gonzales & col., 1995).

e Potencial efeito alelopatico sobre o milho (Zea mays) foi verificado
pelas substancias produzidas pela A. xanthopholea (Nsolomo & col., 1995). Inibicao
do crescimento de Pennisetum glaucum foi obtido com extratos aquosos de folhas,
raizes, inflorescéncias da A. fortilis e por solos ao seu redor (Anurag; Sharma &
Saxena, 1996).

e Inibicdo da germinacdo de sementes de gergelim e retardo no
desenvolvimento da planta foram observados com o extrato das folhas da A. senegal
(FADL, 1997).

e O extrato aquoso da A. pubescens inibiu a germinagdo de sementes de
Lactuca sativa (Kitou, 1999).

Segundo Seigler, 2003 as substancias mais evidentes e estudas em grande
maioria das espécies de Acdcia foram as cumarinas, taninos, glicosideos e

cianogénicos, alcaldides, esterdides e flavonoides.
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Embora, o género Acécia seja bem difundido e os extratos de varias espécies
de plantas deste género, sejam utilizados no tratamento de doencgas, defesa contra
ataque de parasitas, ovicida, musquicida, etc., pouco se sabe sobre a estrutura

quimica desses extratos das espécies de Acacia.

1.6.1 - Acéacia farnesiana

Espécie originaria de regides secas da América Tropical € comum em todo o
Nordeste. Botanicamente, € um arbusto ramosissimo com estipulas espinescentes e
retas. Pinas 2 — 3 pares nos ramos com flores de 4 a 8 pares nos ramos vegetativos
(Fotos A e B). Foliolos de 20 a 25 pares, a maioria com 4 mm de comprimento.
Pedunculo de 25 a 38 cm Capitulo globoso. Bracteas ovais, agudas,
membranaceas. Flores glabras e sésseis. Calice paleaceo. Corola 1,5 vezes maior
que o calice, 5-fendida. Estames além de 50, com o dobro do comprimento da corola.
Leguem quase fusiforme, com 5 a 7,5 cm de comprimento,
glabro, dotado de uma polpa carnoso-esponjosa, ficando depois completamente

seca.
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Acacia farnesiana
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2. - OBJETIVO

2.1- Objetivo Geral

O presente trabalho teve como objetivo a purificagao e caracterizagao de uma
nova lectina da fragdo das Glutelinas Acidas da farinha das sementes de Acacia

farnesiana (Familia: Leguminosae; Sub-familia: Mimosoideae; Tribo: Acacieae).

2.2- Objetivos Especificos

¢ Fracionar as proteinas, por solubilidade, do extrato da farinha das sementes
de Acécia farnesiana,

e Quantificar as proteinas no extrato e nas fragdes protéicas ;

e Determinar o perfil eletroforético das proteinas fracionadas;

e Isolar e caracterizar, por meio de cromatografias, a lectina presente na fragéo
das glutelinas acidas;

e Determinar a sequéncia N-terminal de aminoéacidos da lectina isolada da
fragdo das glutelinas acidas;

e Realizar atividades biolégicas com a lectina isolada da fragdo das glutelinas

acidas.
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3. - MATERIAIS

3.1 — Material Vegetal

Para o desenvolvimento do presente estudo foram utilizadas sementes
quiescentes (Figura 1) de Acacia farnesiana (L.) Willd (Familia: Leguminosae; Sub-
familia: Mimosoideae; Tribo: Acacieae), conhecida popularmente como Coronha
porque as raizes da arvore constituem material de excelente qualidade para a
confecgdo de coronhas de armas. Todo o material foi coletado na praia do Icarai,
Caucaia/Ceara e um exemplar deste material esta herborizada na forma de excicata
no Herbario Prisco Bezerra (EAC) do Departamento de Biologia da Universidade

Federal do Ceara sob o nimero EAC 20.273.

3.2 - Eritrécitos

Eritrécitos de coelhos albinos foram obtidos de animais adultos e sadios
mantidos no biotério do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do Centro

de Ciéncias da Universidade Federal do Ceara.

3.2.1 - Preparacao dos eritrocitos

Os eritrocitos de coelho foram submetidos a lavagem com NaCl 0,15M

gelado, centrifugado para a total separagdo das hemacias do plasma e dos glébulos
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brancos. Este processo foi realizado cinco vezes até a obtencao de hemacias livres
de outras células sanguineas. Parte dessas hemacias foram ressuspensas em NaCl
0,15M numa concentragao final de 2%, suspensao esta denominada de eritrécitos
nativos e o restante foi submetido a tratamento enzimatico com tripsina e papaina,
sendo denominados de eritrécitos tratados. Sabe-se que a regido externa da
membrana celular apresenta glicoproteinas além de outras biomoléculas. A tripsina é
uma enzima proteolitica capaz de clivar o lado carboxilico de residuos de lisina e
arginina presentes nas cadeias protéicas presentes nas membranas. Com essa
clivagem, ocorre uma maior exposicao de carboidratos presentes nas membranas
das hemacias que antes estavam escondidos no glicocdlix das células. Essa
exposicao aumenta, em alguns casos, a possibilidade da ocorréncia de aglutinacao,
de maneira que algumas lectinas s6 aglutinem apoés tratamento enzimatico prévio
das hemacias. O tratamento enzimatico consiste na incubagdo momentanea da
enzima proteolitica com os eritrécitos lavados. A concentragao de tripsina e papaina
foi de 0,01 mg/mL de eritrécito a 2%. Essa mistura fica em repouso por uma hora a
temperatura ambiente com agitagcao ocasional e, posteriormente, o processo de
lavagem é novamente realizado para eliminar os restos de enzima e material clivado
por ela. Os eritrocitos tratados sdo novamente ressuspensos em NaCl 0.15 M até
uma concentracdo final de 2% de eritrécitos. Tanto os eritrécitos nativos quanto

tratados foram armazenados a 4°C até a utilizagéo.
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Figura 1 - Flores e folhas de Acacia farnesiana (L.) Willd. Exsicata (EAC 20.273) do Herbario

Prisco Bezerra (EAC) do Departamento de Biologia da Universidade Federal do Ceara.
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3.3. - Reagentes

Acrilamida, N,N-metilenobisacrilamida, agarose, Coomassie Brilliant Blue R-
250, Albumina Sérica Bovina, dodecil sulfato de sédio (SDS) e 2-mercaptoetanol

foram obtidos da GE-Heltcare (Amersham/Biosciences).

As enzimas proteliticas tripsina e papaina foram adquiridas da Sigma

Chemical Co., St. Louis, USA.
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4. - METODOS

4.1 - Preparacéo da farinha de sementes de Acacia farnesiana (L.) Willd

As sementes quiescentes de Acacia farnesiana (L.) Willd. foram trituradas em
moinho tipo Wiley acoplado com peneira de 60 mesh e o material obtido foi
repassado em moinho de café (Krups tipo 200) resultando em uma farinha bastante
fina que foi, entdo, estocada em frascos hermeticamente fechados mantidos a 4 %

ate a utilizagao.

4.2 - Fracionamento protéico por solubilidade das proteinas presentes

em farinha de sementes de Acacia farnesiana (L.) Willd.

A farinha de sementes de Acacia farnesiana (L.) Willd foi posta em contato
com solugdo de NaCl 0,5M (1/10, m/v) por 4 horas sob agitagdo constante. A
suspensao foi centrifugada e filtrada obtendo-se o Precipitado | e sobrenadante. O
sobrenadante obtido foi dialisado exaustivamente contra agua destilada e submetido
a centrifugacdo, separando-se o precipitado (fragdo das Globulinas) do
sobrenadante (fracdo das Albuminas). A fragcdo das globulinas foi ressuspensa em
solucao de NaCl 0,5M, dialisada exaustivamente contra agua e liofilizada, enquanto
que a fracdo das albuminas foi submetida a diadlise exaustiva contra agua e

liofilizada.

28




O precipitado | foi submetido a extragdo com solugéo de etanol 70% durante 1
hora, seguido de centrifugacé@o e filtragdo. O sobrenadante obtido corresponde a
fragdo das Prolaminas, foi dialisado exaustivamente contra agua destilada e em
seguida liofilizado. O Precipitado Il resultante da ultima centrifugacéo foi submetido a
extragdo com HCI 0,1M durante 1 hora, seguido de centrifugacéo e filtragao, dando
origem a fragao das Glutelinas Acidas (sobrenadante), sofrendo didlise contra agua
destilada e em seguida liofilizado, resultando também no Precipitado lll.

A fragao das glutelinas basicas correspondente ao sobrenadante resultante
da extragdo do Precipitado Il com NaOH 0,1M durante 1 hora, foi submetida a
dialise e liofilizagdo. O residuo final produzido foi descartado. Cada fragéo protéica
obtida por extracdo com diferentes solugdes foi submetida & deteccao da atividade
hemaglutinante e dosagem de proteinas soluveis.

Todo o esquema de fracionamento protéico (Figura 2) por solubilizagéo
seguiu a metodologia classica descrita por Osborne, 1924 e foi aplicado inicialmente

por Santi-Gadelha (2005) para a farinha de sementes de Acacia farnesiana.

4.3 - Determinacao de Atividade Hemaglutinante

Para a determinacdo da atividade hemaglutinante nos extratos e nas
diferentes fragbes protéicas da farinha de sementes de Acacia farnesiana foi
utilizado o método descrito por Cavada (1980). As amostras a serem dosadas foram
submetidas a diluicdes duplas seriadas (1:2, 1:4, 1:8, ...) em NaCl 0,15 M e, a 200
plL de cada diluicdo, foi adicionado igual volume de uma suspensdo de eritrécitos

normais e tratados a 2% em NaCl 0,15 M. Os ensaios foram entdo incubados a 37°C
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por 30 minutos e deixados em repouso a temperatura ambiente por mais 30 minutos,
apés o que, foram centrifugados a 1000 x g por 30 segundos a temperatura
ambiente. Os titulos de hemaglutinacado foram determinados como sendo o inverso

da maior diluigdo ainda capaz de apresentar aglutinagao visivel a olho nu.

4.4 — Quantificacdo de Proteinas Soluveis nos extratos e fragdes

protéicas da farinha de sementes de Acacia farnesiana

As determinacoes de proteinas soluveis nas diferentes fragbes obtidas da
farinha de sementes de Acacia farnesiana foram feitas segundo o método de
Bradford (1976). Em cada 100 pl de amostra, preparadas em diferentes
concentragdes, foram adicionados 2,5 ml do reagente de Bradford. A mistura foi
entdo deixada em repouso por dez minutos e em seguida determinada a
absorbancia a 595 nm em um espectrofotdmetro VIS LKB Novaspec Il (Pharmacia).
A concentragcdo de proteinas sollveis em cada fracdo foi determinada a partir de

uma curva padrao obtida com uso de albumina sérica bovina.
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Farinha desidratada
de A. farnesiana

Extragdo em NaCl 0,5 M - 4 horas
Centrifugagéo 9000 x g / 20 minutos a 4 °C
Filtragdo

[
Precipjtado |

1
Sobrenadante

Extragao em EtOH 70%/1 hora

Centrifugagédo 9000 x g / 20 min a

Dialise contra agua

4°C . ;
Filtracao Centrifugacao 9000 x g/20 min
L |
| 1 I
Precipitado Il PROLAMINAS [
s <12 GLOBULINAS ALBUMINAS
Extragao com HCI Dialise contra . -
0,1M por 1h agua Ressuspendido 1alises
Centrifugagao 9000 x Liofilizagao em NaCl 0,5 M P
g/20mina4°C D_nalnf.e contra 4gua ¢
Filtragdo Liofilizagao
GLUTELINAS Precipitado Il
ACIDAS
- Extragdo comNaOH 0,1M por 1h
Dialise contra agua Centrifugag&o 9000 x g
liofilizag&o por 20 minutos a 4 °C
Filtragao
= —
GLUTELINAS RESIDUO
BASICAS FINAL

Dialise contra agua
Liofilizagao

Figura 2 - Esquema de fracionamento do extrato protéico da farinha das sementes de

Acacia famesiana. Todas as centrifugagdes feitas anteriormente foram a 4 °C, durante 20

minutos e a 9000 g.
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4.5. - Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil
sulfatode sodio (SDS) e 2-mercaptoetanol das fragdes protéicas obtidas

da farinha de sementes de Acacia farnesiana

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de
SDS e 2-mercaptoetanol nas diferentes fracdes obtidas da farinha de sementes de
Acacia farnesiana foram realizados segundo a técnica descrita por Laemmli (1970),
adaptada para uso de géis de separacdao em placas. O gel de aplicagéo (contendo
3,5% de poliacrilamida) foi montado em tampao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8 e SDS a 1%.
O gel de separagao (contendo 15% de poliacrilamida) foi montado em tampao Tris-
HCI 3 M, pH 8,8 contendo SDS a 1%.

As amostras liofilizadas, a serem submetidas a eletroforese, foram dissolvidas
em tampéao Tris-HCI 0,0625 M, pH 8,3, contendo SDS a 1%, na concentragdo de 2
mg/mL, e foram tratadas a 100°C por 10 minutos. Foi adicionado nas amostras o
azul de bromofenol a 0,02% e cristais de sacarose antes de serem aplicadas ao gel.
A corrida eletroforética foi realizada a voltagem constante (50 volts) por um periodo
de 4 horas. Ao final da corrida, o gel foi corado com commassie brilliant blue R-250 a
0,05%, preparado em uma solugdo de metanol, acido acético e agua (1 : 3,5 : 8,
viv/v) e o excesso do corante retirado com uma solugdo de metanol, acido acético e

agua (1: 3,5: 8, viviv), permitindo assim a visualizagédo das bandas protéicas.
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4.6. - Cromatografias

4.6.1. Cromatografia de Troca lénica da Fracdo das Glutelinas Acidas obtida da

farinha de sementes de Acacia farnesiana

A fracdo das Glutelinas Acidas extraida da farinha de sementes de Acacia
farnesiana foi submetida a cromatografia de troca iébnica em coluna Mono Q HR 5/5
acoplada a um sistema de cromatografia liquida de baixa pressdo em Akta Purifier. A
coluna foi previamente equilibrada com tampé&o Tris-HCI 20 mM pH 7,5. A amostra
de glutelina acida liofilizada foi dissolvida numa concentragéo de 1mg/mL no tampao
de equilibrio e em seguida aplicada na coluna. Apés injecdo da amostra, a coluna foi
eluida em tampao de equilibrio para a remo¢ao de todo o material néo retido pela
mesma e em seguida foi realizado um gradiente de NaCl de 0 a 1M em tampé&o Tris-
HClI 20 mM pH 7,5 para a remogao do material retido na coluna. Os picos
cromatograficos obtidos foram monitorados constantemente com comprimentos de
onda de 280 nm. O pico ativo foi dialisado (30 trocas) contra agua destilada e
liofilizado.

Para andlise do grau de pureza e posteriores caracterizagées quimica da
lectina purificada os processos seguintes foram realizados a partir do material

purificado em cromatografia de troca idnica em coluna Mono Q HR 5/5 descrito

acima.
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4.6.2. Cromatografia de fase reversa da lectina isolada da fragdo das Glutelinas
Acidas de Acécia farnesiana em coluna Csg acoplada a um sistema FPLC/HPLC

(Akta)

Para determinar o grau de pureza da lectina de Acacia farnesiana presente na
fragao glutelina acida isolada por cromatografia de troca idnica em coluna de Mono
Q HR 5/5 foi realizada cromatografia de fase reversa em coluna C18 acoplada a um
sistema de cromatografia liquida de alta press&o (sistema AKTA Purifier). A lectina
isolada foi dissolvida em 4agua e TFA a 0,1 % na concentragéo de 1,0 mg/mL e
aplicada na coluna 100 ul da amostra. O material ndo retido foi eluido em tampao de
equilibrio e para remogao do material retido na coluna foi utilizado um gradiente (0 a

100 %) de acetonitrilaem TFA a 0,1 %.

4.6.3. Cromatografia de exclusdo molecular da lectina isolada da fragdo das

Glutelinas Acidas de Acacia farnesiana

A lectina isolada de Acacia farnesiana presente na fragao glutelina acida,
obtida da coluna de troca iénica, foi submetida a cromatografia de exclusao
molecular em coluna TSK-GelSW3000 acoplada a um sistema de baixa pressao
utilizando o equipamento AKTA Purifier para se determinar o grau de pureza, massa
molecular aparente e presenca e grau de dimerizagao da lectina isolada. Para isso, a
lectina foi dissolvida em Tris-HCI 20 mM, pH 8,0 numa concentracao final de 1,0
mg/mL e a eluicdo realizada com o mesmo tampao de dissolugdo da amostra com

um fluxo de 0,5 mL/min monitorado a 280 nm.
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4.6.4. Cromatofocalizacdo da lectina isolada da fragdo das Glutelinas Acidas de

Acacia farnesiana

Para determinar o ponto isoelétrico da lectina isolada foi realizada
cromatofocalizagdo em coluna Mono P HR5/5 previamente equilibrada em tampéao
Tris-HCI, 20 mM, pH 7,4. A amostra foi dissolvida em tamp&o Tris-HCI, 20 mM, pH
7.4 numa concentragdo final de 1,0 mg/mL e aplicada na coluna de
cromatofocalizagdo. O tampéao de equilibrio foi utilizado para eluicdo do material néao
retido na coluna. A lectina retida na coluna foi eluida num gradiente de pH utilizando-
se tampao Pollybuffer 7 a 4. O valor de pH correspondente ao pico eluido representa
o valor do ponto isoelétrico desta lectina. A eluicéo sé se torna possivel quando a
lectina apresenta carga liquida igual @ zero em tampao Pollybuffer 7 a 4 néo

interagindo mais com a coluna.

4.6.5. Cromatografia de afinidade em coluna de CNBr-Sepharose/Anti PPL da lectina

isolada da fragdo das Glutelinas Acidas de Acacia farnesiana

Anticorpos contra lectina de Parkia platycephala (Anti PPL) foram produzidos
e imobilizados em gel de Sepharose obtendo-se uma matriz cromatografica de
afinidade. Para se determinar a presenca de epitopos semelhantes entre lectinas de
diferentes espécies de Mimosoideas foi realizada cromatografia de afinidade em
coluna de CNBr-Sepharose/Anti PPL. A lectina presente na fragao glutelina acida de
Acacia farnesiana foi dissolvida em NaCl 0,5 M numa concentracdo final de 1,0

mg/mL e aplicada na coluna de CNBr-Sepharose/Anti PPL. O material nao retido foi
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eluido com a solugéo de equilibrio e para remover a lectina adsorvida ao anticorpo

imobilizado (Anti PPL-Sepharose) foi utilizado Diaminopropano 0,1 N, pH 11,0.

4.7. PAGE-SDS do pico da Anti-PPL/Sepharose

O pico obtido pela cromatografia de afinidade em coluna de CNBr-
Sepharose/Anti PPL foi submetido a andlise em eletroforese de gel de poliacrilamida
em presenca de SDS e 2-mercaptoetanol para determinar se o material retido pelo
anticorpo anti PPL correspondia a lectina isolada da fragao glutelina acida de Acacia
farnesiana. Esta metodologia foi realizada de acordo com a descrita por Laemmli
(1970), adaptada para uso de géis de separagao em placas. O gel de aplicagao
(contendo 3,5% de poliacrilamida) foi montado em tampéao Tris-HCI 0,5 M, pH 6,8
SDS a 1%. O gel de separagao (contendo 15% de poliacrilamida) foi montado em
tampéao Tris-HCI 3 M, pH 8,8 contendo SDS a 1%.

As amostras liofilizadas, a serem submetidas a eletroforese, foram dissolvidas
em tampao Tris-HCI 0,0625 M, pH 8,3, contendo SDS a 1%, na concentragéo de 2
mg/mL, e foram tratadas a 100°C por 10 minutos. Foi adicionado nas amostras o
azul de bromofenol a 0,02% e cristais de sacarose antes de serem aplicadas ao gel.
A corrida eletroforética foi realizada a voltagem constante (50 volts) por um perioda.
de 4 horas. Ao final da corrida, o gel foi corado com commassie brilliant blue R-250 a
0,05%, preparado em uma solugdo de metanol, acido acético e agua (1 : 3,5 : 8,
viVIV) e o excesso do corante retirado com uma solugé@o de metanol, acido acético e

agua (1: 3,5 : 8, viviv), permitindo assim a visualizagdo das bandas protéicas.
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4 8. - Coeficiente de extingdo molar da lectina isolada da fragdo das

Glutelinas Acidas de Acécia famesiana

O espectro de absorgdo da lectina isolada da fragdo das Glutelinas Acidas de
Acéacia farnesiana foi determinado em espectrofotometro GENESYS-5 (Spectronic),
com cubetas de quartzo de 1 cm de caminho éptico. A lectina de A.farnesiana, a
uma concentragdo de 1 mg/mL, foi preparada em NaCl 0,15 M e a absorbancia
determinada na faixa da luz ultravioleta. A partir do espectro de absorcéo foi

calculado o coeficiente de extingdo molar.

4.9. - Analise de Aminoacidos e de Aminoacucares da lectina isolada da

fracdo das Glutelinas Acidas de Acécia farnesiana

As andlises de aminoacidos e aminoagucares da lectina da fracao das
Glutelina Acidas de sementes de Acacia famesiana intacta e reduzida e da lectina
alquilada foram realizadas com um analisador de aminoacidos System Gold
(Beckman), ap6s a hidrélise acida com HCI 6 M a 110°C por 24 horas para
aminoacidos e com HCI 4 M por 4 horas para aminoagucares e acondicionamento
das amostras em ampolas lacradas. Para determinag¢des de agucares neutro e
acido sialico, amostras de 1 mg de lectina de A.farnesiana foram hidrolisadas com
HCIl 2 M por 2 horas a 110°C e acido trifluoroacético 0,2 M por 1 hora a 80°C,
respectivamente. Depois que os monossacarideos foram hidrolisados e secos em

Speed Vac (Savant, Alemanha), os mesmos foram analisados em coluna CarboPac
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PA 1 (4 x 200mm), eluida a fluxo 1 mL/minuto com acetato de sédio 60 mM
contendo NaOH 16 mM para agucares neutros ou em acetato de sédio 60mM
contendo NaOH 20 mM para acido sidlico, usando analisador Dionex DX-300
equipado com detector amperométrico de pulsagéo e software cromatografico Al-450

(Anumula & taylor, 1991).

4.10. Determinacdo da Sequéncia N-terminal de Aminoacidos da lectina

isolada da fracdo das Glutelinas Acidas de Acécia farnesiana

A seqiiéncia N-terminal de aminoacidos da lectina da fragdo das Glutelinas
Acidas de sementes de A. faresiana foi determinada por andlise da sequéncia N-
terminal pelo principio da degradagdo de Edman (usando sequenciadores
automaticos Applied Biosystem modelos 473A e 492) e por sobreposi¢cao das
sequéncias dos peptideos gerados por clivagens quimica e proteolitica. A proteina
na concentragédo de 1 a 5 mg foi dissolvida em 200 pL de tris-HCI 100 mM, pH 8,5
contendo hidrocloridrato de guanidina 6 M e reduzido por adicdo de 10 pL de 2-
mercaptoetanol a 50°C por 2 horas. A solucao foi resfriada a temperatura ambiente,
alquilada com 20 plL de vinilpiridina por 2 horas na auséncia de luz, dialisada contra
bicarbonato de aménio 200 mM e liofilizada. A busca por similaridade de sequéncia
de aminoacidos em banco de dados foi realizada com o programa BLASTP 2.0.5.

htto://www.ncbi.nim.nih.qov.

38




4. 11. Atividades bioldgicas da lectina isolada da fracao das Glutelinas

Acidas de Acacia famesiana

4.11.1 Atividade antibacteriana contra Xanthomonas axonopodis pv passiflorae ou
Clavibacter michiganensis michiganensis da lectina isolada da fragéo das Glutelinas

Acidas de Acécia farnesiana

Linhagens de bactérias Xanthomonas axonopods pv passiflorae ou
Clavibacter michiganensis foram cultivadas em placa de NA (nutrient agar),
enriquecido com peptona e outros nutrientes para o crescimento das bactérias. Apos
o tempo de incubagdo, amostras das bactérias crescidas em meio NA foram
coletadas e suspensas em tampao fosfato 0,01M, pH 7,4 em presenca de peptona a
1%. Estas aliquotas de suspensdo bacteriana foram ajustadas até uma
concentragdo mae de 10°UFC/ ml, ajustando a absorbancia da solugdo mae em
A650nm = 0,3 unidade de absorbancia. Esta suspensao inicial previamente ajustada
foi entao diluida a uma concentragao bacteriana de 10°UFC/ ml (concentragao final)
que foi usada para incubagao com as proteinas em diferentes concentragdes de 0 a
400ug, seguindo entdo a uma incubacdo de 20 a 30 minutos. Apdés o tempo de
incubagéo, cerca de 250pul desta suspensao foi entao aplicada sobre placas de petri

em NA em estufa a 37°C durante 48h.
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4.11.2. Atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans da lectina isolada da

fracao das Glutelinas Acidas de Acécia farnesiana

Linhagens de bactérias de Streptococcus mutans crescidas em meio BHI
(Infusdo de Cérebro e Coragdo — DIFCO), 24 horas antes, foram coletadas e
suspensas em tampao fosfato 0,01M, pH 7,4. Estas aliquotas de suspensao
bacteriana foram ajustadas até uma concentragdo mae de 10°UFC/ ml, ajustando a
absorbancia da solugdo mde em Assonm = 0,3 unidade de absorbancia. Esta
suspensdo inicial previamente ajustada foi entdo diluida a uma concentracao
bacteriana de 10°UFC/ ml (concentracgéo final) que foi usada para incubagéo com as
proteinas em diferentes concentragoes de 0 a 400pg, seguindo entdo a uma
incubagdo de 20 minutos. Apdés o tempo de incubagdo cerca de 250ul desta
suspensdo foi entdo aplicada sobre placas de petri com agar sangue e entdo se
procede a uma incubacgédo, em condi¢des de escuro, em anaerobiose (via inje¢cao de
CO: e retirada completa o ar da camara de incubagdo, dando uma concentracdo
final de CO; na camara a 10%) a 37°C para possibilitar o crescimento das colénias
de Streptococcus mutans, por 72 horas e analisadas posteriormente por contagem

de coldnias de bactérias.

4.11.3 - Ensaios de Agregacado plaquetaria da lectina isolada da fragdo das

Glutelinas Acidas de Acdacia farnesiana

Amostras de sangue foram coletadas de voluntarios sadios que nao
consumiram nenhum medicamento a pelo menos 14 dias antes da coleta de sangue.
O sangue foi coletado em seringas de polipropileno estéreis e transferido
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imediatamente para tubos de polipropileno estéreis (tipo falcon) contendo citrato
trisodios a 0,38% na solugdo final no tubo. A amostra de sangue foi entdo
centrifugada por 20 minutos a 150xg para obtencdo do plasma rico em plaquetas
(PRP, platelet-rich plasma), que foi usado dentro das trés primeiras horas do ensaio.
Para a preparagao das plaquetas lavadas, o PRP foi recentrifugado em presenca de
50nM de prostaciclina a 800xg por 10 minutos para obter o “pellet’ plaquetario. O
sobrenadante foi recolhido e o “pellet” serd suspenso em tampao fisiolégico (150mM
de NaCl; 5mM de Hepes; 0,55mM de NaH,PO,4; 7mM de NaHCOs3; 2,7mM de KClI,
0,5mM de MgCl2; 56mM de Glicose; ajustada para com solugdo de fosfato
monofosfato a pH 7,4) e diluido para uma contagem de plaqueta de 3x10°® plaquetas
por ml. As plaquetas foram entdo deixadas em repouso a fim de recuperar sua
capacidade agregante em presenca de agentes indutores de agregacao plaquetaria.
A contagem de plaquetas foi feita em um contador Coulter S Plus (Coulter Eletronics,
Hialeah, FL, USA) ou por microscopia de contraste de fase. A medida da agregacgao
plaquetaria foi feita em um agregometro de plaquetas Chrono-log Lumiaggregometer
(Chrono-Log Corp, Haverton, PA, USA) usando aliquotas de 0,45ml de plaquetas de
paciente, colocado em cubetas de agregometro e mantido a 37°C e sob agitagéo

constante a 1200 rpm com agitador magnético.

4.11.4 - Microscopia eletronica de varredura

Amostras foram analisadas em microscopia eletronica de varredura onde
foram examinadas ap6s o tempo de incubagdo das bactérias com ou sem lectina.

Apoés o tempo de incubacdo as amostras de bactérias foram fixadas a 4°C em 0,1M
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de tampao cacodilato pH 7,4, contendo 2,5% de glutaraldeido por 12 horas para
serem preparadas em microscopia eletrénica de varredura. As amostras de
bactérias fixadas foram colocadas em filtros de policarbonato (tamanho de poro:
1um, Millipore) e foram “lavadas” com tampao de carcodilato 0,1M e desidratadas
com solugdes crescentes de etanol. As amostras foram entdo cobertas com uma
fina pelicula de ouro usando um E5200 Autosputter coater. As andlises de
microscopia eletrénica de varredura foram feitas usando microscépio eletronico de

varredura Cambridge Stereoscan S240.
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5 - RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 - Atividade hemaglutinante e atividade especifica das fragbes
protéicas obtidas por diferentes solubilidades das proteinas da farinha

de sementes de Acacia farnesiana

A Tabela 1 apresenta os dados do teor de proteinas soluveis, atividade
hemaglutinante e atividade hemaglutinante especifica das fragdes proteicas obtidas
por fracionamento sequencial baseado em solubilidade das proteinas da farinha de
sementes de Acacia farnesiana. Com excec¢do da fracdo glutelina basica que nao
apresentou atividade hemaglutinante contra hemacias de coelho (ndo tratadas ou
tratadas previamente com tripsina ou papaina), todas as outras fragées
apresentaram atividades hemaglutinates especificas, destacando-se a fragédo
prolamina com uma atividade hemaglutinante especifica significativamente maior,
devido, principalmente ao baixo teor protéico. Enquanto a purificacdo e a
caracterizacdo da lectina da fracdo albumina foi objeto de outro estudo (Santi
Gadelha, 2005), o presente trabalho se dedicou a purificagdo e caracterizagao da
lectina presente na fragédo glutelina acida. Através da tabela 1 percebe-se que esta
fragédo apresenta um teor de proteinas razoavel (4,2 mgP/gF) quando comparado
com as fragdes albumina (5,5 mgP/gF) e globulina (5,9 mgP/gF), além de apresentar
uma maior atividade hemgalutinante especifica que aquelas fragdes. Entretanto,
quando comparado com outras leguminosas, constata-se que, em geral, as

sementes de Acacia franesiana apresentam baixos teores protéicos nestas fragoes.
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Tabela 1 - Teor de Proteinas e Atividade Hemaglutinante das Fracoes Protéicas de

farinha de sementes de Acacia farnesiana contra hemacias de coelho ndo tratadas e

tratadas com enzimas proteoliticas .

Fracbes Proteinas | Atividade hemaglutinant e (UH/gF) UH/mgP
(mgP/gF) | Hemacias | Hemacias Hemacias
normais papainizadas | tripsinizadas

Albumina 5.5 640 640 640 116,36
Globulina 59 640 640 640 108,47
Glut. acida 472 640 640 640 152,38
Glut. basica | 0,5 - - - -
Prolamina 0,5 640 640 640 1280,00

*Atividade hemaglutinante especifica (UH/mgP)

5.2 — Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de dodecil

sulfato de sodio (SDS) e 2-mercaptoetanol das fragées protéicas obtidas

da farinha de sementes de Acacia farnesiana

A Figura 3 apresenta o gel obtido por eletroforese em gel de poliacrilamida a

15% em presenga SDS e 2-mercaptoetanol das fragdes protéicas obtidas da farinha

de sementes de Acacia farnesiana, onde o perfil eletroforético da fragéo glutelina

acida se apresentou caracterizado por uma dupla banda protéica com massa
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molecular aparente em torno de 60-65 kDa, indicando que a fragéor protéica
apresenta um grau de pureza satisfatério. Estes dados, juntamente com aqueles
obtidos por Santi-Gadelha (2005) durante o processo de purificagdo de uma lectina
presente na fragcdo albumina da farinha da mesma semente, deixam claro que o
fracionamento protéico baseado na solubidade preconizado por Osborne (1924), foi
bastante eficaz ndo s6 para estudos de deteccdo de lectinas mas também foi

bastante efetivo como um processo de purificagcdo dessas proteinas ativas.

Figura 3 - Eletroforese em gel de poliacrilamida 15% em presenca de SDS e R-
Mercaptoetanol. B: Globulinas; C: Albuminas; D: Glutelinas Acidas: E: Glutelinas
Basicas: F: Prolaminas; A e G: Marcadores de massas moleculares aparentes:

Albumina sérica bovina (66 kDa); Ovoalbumina (45 kDa); Anidrase carbénica (29 kDa).
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5.3 Cromatografias

E sabido que técnicas cromatograficas tém sido utilizadas como meios de se
isolar lectinas presentes em sementes de muitas leguminosas. Essas técnicas sao
utilizadas n3o sé como suportes para isolamento mas também s&o Uteis nos
processos de caracterizagdo das lectinas isoladas. A frag&o protéica de glutelina
acida obtida da farinha de sementes de Acacia farnesiana foi submetida a diversas
técnicas cromatograficas resultando no isolamento de uma lectina ativa bem como
sua caracterizagdo quimica como massa molecular aparente, ponto isoelétrico e até

mesmo a determinagao do grau de pureza.

5.3.1. Cromatografia de troca i6nica da fragdo das glutelinas acidas obtidas da

farinha de sementes de Acacia farnesiana

Na tentativa de se isolar a lectina presente na fragao das glutelinas acidas da
farinha de sementes de Acacia farnesiana, esta fragéo foi submetida a cromatografia
de troca idnica em coluna Mono Q HR 5/5 acoplado a um sistema de cromatografia
liquida de baixa pressdo - AKTA Purifier, cujos resultados sao apresentados na
Figura 4. Para eliminar todo material ndo retido na coluna esta foi eluida com tampao
TrissHCI 20 mM pH 7,5 apresentando picos ndo significativos e bastante
assimétricos sem atividade hemaglutinante, indicando a eliminagdo de
contaminantes. A lectina foi eluida em tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5 em gradiente
de NaCl de 0 a 1M, apresentando toda atividade hemaglutinante contida num pico
simétrico e bastante significativo quando monitorados por espectrofotometro a um
comprimento de onda de 280 nm. Existem varios exemplos na literatura da obtencgéao
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de lectinas puras com o uso apenas da cromatografia de troca idnica como método
de isolamento, como ocorre com a lectina das algas vermelhas Hypnea musciformis

(Nagano & col.,‘ 2002) e Hypnea cervicornis (Nascimento & col., 2005).
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PI - Tris-HCI 20 mM

\

P1I - Tris-HCI 20 mM pH 7.5
com gradiente de NaCl de 0 a
1M
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Figura 4 — Cromatografia de troca idnica em coluna Mono Q HR 5/5 acoplada a um sistema
de cromatografia liquida de baixa pressdo — AKTA Purifier. Pl representa o material néo
retido eluido em tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5 e o PII corresponde ao material ativo eluido
em tampao Tris-HCI 20 mM pH 7,5 em gradiente de NaCl de 0 a 1 M. O procedimento foi

monitorado constantemente por espectrofotdmetro com absorbancia de 280 nm e um fluxo

constante de 1mL/min.
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5.3.2 - Cromatografia de fase reversa da lectina isolada da fracdo das glutelinas
acidas de Acécia farnesiana em coluna de Cig acoplado a um sistema de

FPLC/HPLC (AKTA)

Uma das maneiras utilizadas para se detectar a pureza da lectina isolada em
coluna de troca iénica Mono Q HR 5/5 é a submissao desta lectina a cromatografia
de fase reversa em coluna Cqs acoplada a um sistema de cromatografia liquida de
alta pressdo sob um gradiente de acetonitrila. Esta técnica permite separar
compostos pela hirofobicidade. A lectina oriunda da fracdo das glutelinas acidas da
farinha das sementes de Acacia farnesiana isolada em Mono Q HR 5/5 (troca ibnica)
apresentou um unico pico bastante simétrico quando submetida a cromatografia de
fase reversa (Figura 5). Esse resultado indica que a técnica de troca idnica
anteriormente utilizada se mostrou bastante efetiva para o isolamento da lectina.
Estes resultados concordam com aqueles obtidos para o isolamento da lectina
presente na fragdo albumina das sementes da mesma espécie onde cromatografias
em colunas de fase reversa também sao efetivas como etapas de purificagao (Santi-
Gadelha, 2005). Além disto, e ndo menos importante, o fato de em ambos os casos
as lectinas terem sido eluidas como um unico pico simétrico indica, fortemente, que
estas lectinas se encontram puras e que ocorrem como uma Unica cadeia
polipeptidica (subunidade). No caso das lectinas do género Lathyrus, com aquelas
das sementes de Lathyrus ochrus (Rougé & Cavada, 1984) e Lathyrus cicera
(Cavada & Rougé, 1985), procedimentos de cromatografias em colunas de fase
reversa acopladas a sistemas HPLC foram efetivas para a separagdo das
subunidades alfa ou (leve) e beta (pesada) que compdem estas proteinas. Nestes

casos esta € uma etapa fundamental para o sequenciamento da subunidade destas
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lectinas ou submeté-las a processos de cristalizagcdo das mesmas (ativas)

separadamente.
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Figura 5 — Cromatografia de fase reversa em coluna Ci3 acoplada a um sistema de

cromatografia liquida de alta pressdo — HPLC.

5.3.3 - Cromatografia de exclusdo molecular da lectina isolada da fragdo das

glutelinas acidas de Acacia farnesiana.

O resultado de exclusdo molecular da lectina de fragdo das glutelinas acidas

de Acacia farnesiana mostra o grau de pureza da lectina, uma vez que o pico
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mostrou-se simétrico (Figura 6), além de sugerir que esta lectina nao sofre
oligomerizagao, confirmando a presenca de uma unica massa molecular aparente o
que foi reafirmado por PAGE-SDS (dados ndao mostrados). Estes dados também
confirmam os ja descritos pela lectina de Acacia constricta e das isolectinas de

Phaseolus vulgaris (PHA-L e PHA-E) como descritos por Guzman-Partida (2004).

400
300
200

100

Figuras 6 - Grafico de exclusdo molecular realizada em coluna de silica gel (TSK-GSW
3000). A lectina da frag&o glutelina acida de Acacia famesiana submetida a cromatografia de
exclusdo molecular equilibrada e eluida em tampéao Tris-HCI pH 8,0 20 mM monitorada a

280 nm com fluxo constante de 0,5 mL/min.
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5.3.4 — Cromatofocalizacdo da lectina isolada da fragdo das glutelinas acidas de

Acacia farnesiana em coluna Mono P HR 5/5

Uma dos procedimentos mais adequados para avaliar se uma dada proteina
ocorre ou ndo como isoformas é através de procedimentos de cromatofocalizagdo
onde a proteina, supostamente pura, € imobilizada em uma coluna carregada
negativamente e eluida por um gradiente de pH. A eluigdo da proteina imobilizada
pelos grupamentos negativos acoplados na coluna é feita por um gradiente de pH,
onde um determinado valor de pH do meio faz com que a carga liquida da proteina
seja igual a zero. Sendo assim, a mesma nao apresentando carga € eluida da
coluna. O valor de pH do tampao utilizado que leva a proteina a uma carga liquida
igual a zero representa o ponto isoelétrico da proteina analisada. Além disto, no
caso de uma proteina apresentar somente um ponto isoelétrico por
cromatofocalizagéo configura-se uma situagao de indicativo de que esta proteina se
encontra pura. Neste sentido, submeteu-se a lectina presente na fragdo glutelinas
acidas da farinha de sementes de Acacia farnesiana a uma cromatofocalizacdo em
coluna de Mono P HR 5/5 com um gradiente de pH de 7 a 4, cujos resultados sédo
apresentados na Figura 7. A lectina apresentou somente um ponto isoelétrico (pH
4,6), indicando que se encontra pura e que € uma proteina de carater acido quando
em solugéo. No caso da lectina presente na fragdo albumina da mesma espécie, a
mesma apresentou um unico ponto isoelétrico a pH 4,0 (Santi-Gadelha, 2005),
indicando em ambos os casos que a cromatofocalizagédo, nestas situagdes, é um
critério para se monitorar a pureza destas proteinas. Por outro lado, para os dois
casos, a cromatofocalizacdo é um forte indicativo de que estas lectinas nao

apresentam isoformas, como observado para as lectinas das leguminosas Lathyrus
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ochrus (Rougé & Cavada, 1984) e Lathyrus cicera (Cavada & Rougé, 1985), que se

apresentam como isolectinas com pontos isoelétricos bastante proximos, mas que

podem ser descriminados por cromatofocalizacao.
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Figura 7 - Cromatofocalizacdo em coluna Mono-P HR 5/5da lectina presente na fragédo
glutelina acida de sementes de Acacia famesiana purificada em cromatografia de troca
idnica em coluna Mono Q HR 5/5. A lectina foi eluida com um gradiente linear de pH de 7 a

4 utilizando-se pollybuffer 74, com leitura de absorbancia a 280 nm e um fluxo constante de

1mL/min.
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5.3.5 - Cromatografia de afinidade em coluna de CNBR-Sepharose/AntiPPL da
lectina isolada da fragdo das glutelinas acidas da farinha de sementes de Acacia

farnesiana.

Partindo do principio que existem pouquissimas lectinas (5) purificadas de
espécies da sub-familia Mimosoideae, das quais duas lectinas de sementes de
Parkia platycephala — PPL (Cavada & col., 1996) e de Parkia discolor (Cavada &
col., 1997), e que pouquissimas informagdes se tém sobre esta nova familia de
lectinas de leguminosas (Calvete & col., 2001), a lectina da fragdo das glutelinas
acidas de Acacia farnesiana foi submetida a uma coluna de afinidade contendo
anticorpos anti PPL imobilizados covalentemente em CNBr-Sepharose. A figura 8
mostra que efetivamente a lectina da fracdo das glutelinas acidas de Acacia
farnesiana foi reconhecida pelos anticorpos anti-PPL. Esses resultados demonstram

claramente que existem epitopos comuns entre estas duas lectinas.
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Figura 8: Cromatografia de afinidade da lectina da fracdo das glutelinas acidas de Acacia

farnesiana em coluna de CNBr-Sepharose Anti-PPL
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5.4 - PAGE-SDS do pico da Anti-PPL/Sepharose

O pico retido na coluna Anti-PPL/Sepharose, e que contém toda a atividade
hemaglutinante, quando submetido a uma eletroforese em gel de poliacrilamida na
presenca de SDS e 2-mercaptoetanol (Figura 9), apresentou um perfil eletroforético
idéntico ao ja observado para a lectina da fracao das glutelinas acidas de Acacia

farnesiana.

A: Marcadores moleculares

B: Lectina da fracdo albuminica de Acacia
farnesiana

C: Lectina da fracdo das glutelinas acidas
de Acacia farnesiana

Figura 9. Eletroforese em gel de poliacrlamida em presenca de SDS e 2-
mercaptoetanol do pico retido (em C) na cromatografia de afinidade em coluna de

CNBr-Sepharose/Anti-PPL.
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5.5 - Coeficiente de extingdo molar

Quando a lectina da fragdo das glutelinas acidas de sementes de Acacia
farnesiana foi submetida a uma varredura espectrofotométrica de 200 a 400 nm
obteve-se uma absorbancia maxima a 280 nm (Figura 10) que permitiu a
determinacdo de um coeficiente de extingdo molar de 6,28. Este valor é
extremamente inferior aos coeficientes de extingdo molar como 12,00 para a lectina
de sementes de Dioclea grandiflora (Moreira & col., 1983) e 11,00 para a lectina
PPL2 de sementes de Parkia platycephala (Castellon, 2004). Entretanto, este
resultado €& similar aqueles encontrados para a PPL de sementes de Parkia
platycephala (Santos, 1992), o que pode refletir um baixo teor de aminoacidos

aromaticos triptofano e tirosina.

0,059

200 100

Figura 10 — Espectro de absorcéo da lectina da fragdo das glutelinas acidas de sementes de

Acacia farnesiana.
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5.6 - Analise de Aminoacidos e de Aminoacgucares

Quando a lectina da fragdo das glutelinas acidas de sementes de Acacia
farnesiana foi submetida a andlise de aminoacidos e de aminoacucares, obteve-se
os resultados apresentados na tabela 2. Observa-se que esta lectina apresentou um
maior conteudo de residuos de acido ASX (acido aspartico/asparagina), GLX (acido
glutdmico/glutamina) e leucina. Quando a composicédo de aminoacidos da lectina
isolada foi comparada com as de lectinas das espécies da mesma subfamilia Parkia
platycephala (PPL), P. discolor e P. speciosa de uma forma geral apresentou valores
percentuais parecidos, diferindo apenas por apresentar menores conteudos de
serina, glicina, treonina e lisina. Entretanto, a lectina da fragdo das glutelinas acidas

de Acacia farnesiana apresentou maiores teores de ASX, GLX, ARG e LEU.
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Tabela 2 - Comparagcdo da composicdo de aminoacido da lectina da fracao das

glutelinas acidas de Acacia farnesiana as do género Parkia.

Residuo de Lectinas da|*Lectina  de | **Lectina ***Lectina
Aminoacido glut. acidas A. | Parkia de Parkia | de Parkia
farnesiana platycephala discolor speciosa
Ac. Aspartico/asparagina 12,19 9,80 9,90 11,30
Ac. Glutamico/glutamina | 13,94 4,70 10,20 5,10
OH- Prolina Nd Nd Nd Nd
Serina 7,33 9,10 7,90 9,20
Glicina 7,47 15,40 12,80 15,80
Histidina 1,60 2,10 1,70 2,50
Arginina 5,65 1,20 3,30 2,70
Treonina 3,73 6,30 6,00 7,10
Alanina 7,78 6,00 7,30 5,60
Prolina 8,99 13,7 9,10 5,40
Tirosina 2,63 4,30 4,00 4,30
Valina 4,82 4,50 4,40 5,70
Metionina 0,86 0,40 0,50 0,50
Cisteina 0,51 0,00 0,10 0,50
Isoleucina 3,94 7,30 5,90 9,20
Leucina 11,55 3,80 6,20 4,90
Triptofano Nd Nd Nd Nd
Phenilalanina 3,65 5,70 5,00 6,20
Lisina 3.35 5,60 5,60 4,50

*Farias, 2002; **Cavada & col., 2000; ***Suvachittanont & Peutpaiboon, 1992.

Nd: ndo determinado
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5.7 - Determinacgéo da Seqiiéncia N-terminal de Aminoacidos

A lectina da fragdo das glutelinas acidas de sementes de Acacia farnesiana
foi submetida a sequenciamento de sua porcdo N-terminal, obtendo-se uma
seqiiéncia composta por: SFKNNNFNEASIILQGDAIISSTGVLQLTNVVDNGESPT.
Esta sequéncia quando submetida a alinhamentos com outras sequéncias N-
terminais disponiveis em bancos de dados, apresentou homologia com a lectina da
fracdo das albuminas da mesma semente (alinhamento feito no laboratério pois os
dados dessa proteina ndo estao disponiveis nos bancos de dados) e com a porgao
N-terminal das lectinas de Acacia constricta, Phaseolus vulgaris PHA-E e PHA-L,
lectinas 1 e 5 de Dolichos biflorus e lectinas de Robinia pseudoacacia, conforme
mostrado na Tabela 3. A surpresa nesses resultados nao foi a homologia com as
lectinas AFAL e A.constricta, pois esses resultados ja eram esperados visto serem
essas lectinas do mesmo género. Entretanto, nem a lectina da fragao das glutelinas
acidas de sementes de Acacia farnesiana nem a lectina da fragcdo albuminica e
A.constricta apresentaram homologia significativa da por¢do N-terminal com a lectina
PPL purificada de sementes de Parkia platycephala da mesma subfamilia.
Entretanto, foi a significativa homologia encontrada entre a lectina da fragcdo das
glutelinas acidas de sementes de Acacia farnesiana com as lectinas de outra
subfamilia, no caso de Phaseolus vulgaris PHA-E e PHA-L, lectinas 1 e 5 de
Dolichos biflorus e lectinas de Robinia pseudoacacia, o que pode indicar pela
primeira vez um elo entre as subfamilias Mimosoideae e Papilionoideae olhando-se

do ponto de vista das lectinas.
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1 10 20 30 40 50
\ AFAL ((glut Ac) QSFKNNNFNEASIILQGDAIISSTGVLQLTNVVDNGESPT..
AFAL (albumina) FKNLNFNEQSLILQGDATVSSTGV—-LTNVVDNGEPTTSSLGR
A constricta’ DATVSSS LTNVNDNGEPTLSSLGR. . .
PHAE PHAVU --ASQTSFSFQRFNETNLILQRDATVSSKGQLRLTNVNDNGEPTLSSLGR
TPRAL --ASQTFFSFDRFNETNLILQGDASVSSSGQLRLTNVNSNGEPTVGSLGR
LEC5_DOLB! —-ADIQSFSFKNFNSSSFILQGDATVSSSK-LRLTKVKGNGLPTLSSLGR
[TEci_poLBi —-ANIQSFSFKNFNSPSFILQGDATVSSGK-LOLTKVKENGIPTPSSLGR
[ PHAL_PHAVU --SNDIYFNFQRFNETNLILQRDASVSSSGQLRLTNLNGNGEPRVGSLGR
LC32 ROBPS TGSLSFSFPKFAPNQPYLIFQRDALVTSTGVLQLTNVVNGVESRKSLGRA ,
\[LcB1_ROBPS TGSLSFSFPKFAPNQPYLIFQRDALVTSTGVLQLTNVVNGVPSGKSLGRAL

AFAL= Lectina da fragdo das glutelinas &cidas e das albuminas; PHAE e PHA-L = isolectinas Lectina
de Phaseolus vulgaris; LEC5-DOLBI e LEC1-DOLBI= isolectinas de Dolichos biflorus;
LCS2_ROBPS e LCB1_ROBPS-= isolectinas de Robinia pseudoacacia.

Tabela 3. Alinhamento da seqiéncia N-terminal da lectina da fracdo das Glutelinas Acidas
com as sequéncias N-terminais de outras lectinas de espécies da sub-familia Mimosoideae

e de lectinas de espécies da sub-familia Papilionoideae.
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5.8 — Atividade biologica da lectina isolada da fracdo das glutelinas

acidas de sementes de Acacia farnesiana

5.8.1- Atividade antibacteriana contra Streptococcus mutans e fitopatégenos
Xanthomonas axopodis pv passiflorae e Clavibacter michiganensis da lectina isolada

da fragdo das gluteiinas acidas de sementes de Acacia farnesiana

Com o intuito de testar o efeito biolégico da lectina de Acacia farnesiana
fracao glutelina acida, coldnias bacterianas de bastonetes, como xantomonas e a
clavibacter, foram incubadas com diferentes concentragdes da lectina (0 a 400pg/ml)
como descrito anteriormente. O numero de colénias de xantomonas foi inibido em
58% na presenga da lectina (Figura 11a) com a concentracdo de 250 upg/ml,
obtendo-se efeito a partir da concentracdo de 100ug/ml, atingindo 92% de inibicao
com a concentragado de 400ug/ml (Figura 11b) com ICso de 220ug/ml.

A Figura 12a mostra que a lectina de Acacia farnesiana, além de reduzir o
nimero de bactérias, de certa forma deforma a célula, talvez formando
protuberancias na membrana plasmatica, ou até mesmo desestruturando as formas
celulares, causando assim a morte bacteriana. A coldnia de Clavibacter por sua vez,
foi a mais potentemente reduzida na presenga de lectina em 81% com a
concentracao de 250 pg/ml obtendo-se efeito a partir de 100pug/ml com 20% de
inibicao até a dose de 400pg/ml inibindo em cerca de 97% (Figuras 11 ae b).

Na Figura 12b nao observamos modificagées na estrutura das bactérias o que
nos leva a supor que o efeito antibacteriano observado ndo tenha relagdo com

modificagdes morfoldgicas e sim, possivelmente, através de sinalizagao intracelular.
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Quanto aos cocos S. mutans, observa-se uma intensa inibicdo bacteriana
(77%), provocada pela lectina iniciando-se na concentragao de 50ug/ml em 10%,
sendo a concentragdo de 350ug/ml a dose maxima, obtendo-se 100% de inibigao
(Figura 11 a e b). A figura 2c mostra rugosidade da célula apés o tratamento com a
lectina. Os resultados mostram que a lectina de AfGlu consegue, de alguma
maneira, causar diminuicdo do numero de bactérias gram-negativas (Clavibacter),
gram-positivas (Xanthomonas e S. mutans) e anaerébios (S. mutans). Tem sido
reportado que algumas lectinas, tais como a lectina ligada a manana (MDL),
consegue se ligar a S. aureus variante; a L-ficolina se liga tanto a Streptococcus
aureus, quanto a S. pneumoniae; e a H-ficolina se liga a Aerococcus viridans (Krarup
& col., 2005) Essas trés proteinas pertencem ao caminho complemento das lectinas
(lectin pathway of complement). A LLM tem sido bastante estudada clinicamente
contra microorganismos como fungo, virus e bactérias gram-negativas e gram-
positivas (Neth & col.,, 2000; Jack & col.,, 2001). A L-ficolina se liga ao &cido
lipoteicoico da parede das bactérias gram-negativas (Lynch & col., 2004). O efeito da
lectina comprova de maneira evidente a sua propriedade de defesa nas plantas,

uma vez que possui efeito antibacteriano, de certa forma inespecificamente.
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Figure 11. Atividade antibacteriana da lectina da fragdo das Glutelinas Acidas da farinha de

Acacia farnesiana.
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Figura 12 — Microscopia de varredura mostrando a atividade antibacteriana da lectina da
fragdo das Glutelinas Acidas da farinha de Acacia famesiana. A figura apresenta o controle
(Xc, Cl e Sm) e a lectina da fragdo glutelina acida de Acacia farmesiana sobre as bactérias
X. axonpodis pv passiflorae (Xc + lec,), C.michiganensis michiganensis (Cl + lec) e S.

Mutans (Sm + lec).
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5.8.2 — Ensaios de agragac¢ao plaquetaria da lectina isolada da fragdo das glutelinas

acidas de sementes de Acacia farnesiana.

Algumas lectinas, tais como a de germes de trigo (WGA), conseguem ativar
plaquetas pela ligagdo com outras lectinas plaquetéarias tais como a molécula de
adeséo plaquetaria endotelial -1 (MAPE -1; Ohmori & col., 2001). A lectina de Acacia
farnesiana fragdo das glutelinas foi entdo testada sobre a agregacao plaquetaria
com a finalidade verificar se esta lectina também consegueria ativar tais células.

A trobina conseguiu induzir a agregacao de plaquetas em duas doses, em
torno de 60% com a dose de 50 unidades, e em 90% com 100 unidades. A lectina
conseguiu ativar as plaquetas de maneira dose dependente, nas doses de 5, 10, 20
e 30pg em 15%; 40%; 67% e 90% respectivamente. O pico de tempo de agregagao
ocorreu em torno dos 8 minutos ap6s exposi¢cdo com a lectina, ocorrendo até antes
do pico da trombina (>10 minutos) (Figura 13 a e b e Figura 14). Em comparacgao
com outra lectina encontrada na fracao albuminica de Acacia farnesiana, a AfGlu
apresenta o0 mesmo comportamento na dose sub-maxima (20ng), sendo um pouco
menos intenso do que o efeito da maior concentragao de trombina.

Esses resultados levam a sugerir, a priore, que a AfGlu pode agir de maneira
semelhante a WGA, uma vez que esta também consegue ativar plaquetas (Ohmori &
col., 2001). A WGA induz uma forte fosforilagéo da tirosina da MAPE-1, a ativagéo
da fosfolipase C e consequente mobilizagdo de calcio intracelular. Algumas outras
proteinas animais semelhantes a lectinas, tais como a mucetina, extraida do veneno
de Trimeresurus mucrosquamatus, em auséncia do fator de von Willebrand, ativam
plaquetas pela ligagao com a glicoproteina-1b (GP1b) da membrana plaquetaria (Tai
& col.,, 2004; Lu & col, 2004), lembrando-se que a iniciagdo do processo da
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formagao do trombo se da pela ligacdo dessas glicoproteinas ao fator de von
Willebrand e colageno (Andrews & col., 2003). Sob condi¢des de estresse de fluxo
nos vasos sanguineos, a interagcdo entre von Willebrand e GPIb €& critico para
adesdo plaquetaria a matriz extracelular (Rugger, 1997). Este processo ocorre
através de uma interagdo de pouca afinidade, que sob condigdes de fluxo, resultam
em rolagem das plaquetas e subsequente a interagéo das integrinas (lectinas) com
seus ligantes nos vasos, causando adeséao irreversivel (Savage & col, 1996). A
agretina, lectina extraida do veneno de Calloselasma rhodostoma ativa plaqueta por
ligacdo aos receptores plaquetarios alfa-2-beta-1 e glicoproteina-1b, ativagcdo da
fosfolipase C e consequente aumento de

célcio intracelular (Chung & col., 2001). A alboagregina, uma proteina dimérica de
50KDa semelhante as lectinas extraida do veneno de Trimeresurus albolabris, ativa
as plaquetas por sinalizagao intracelular (fosfolipase C) e concomitante a sua ligagao
ao complexo GP Ib-IX-V (Andrews & col.,, 1996). Entretanto, outra lectina, a
lebecetina, uma nova lectina tipo-C do veneno da Macrovipera lebetina, causou
inativacdo da ativagao plaquetaria induzido por trombina, sendo revertido por anti-
glicoproteina-1b (Sarray & col., 2003). Fica claro entdo que a AfGlu pode estar
agindo sobre esse mecanismo de ativagdo da agregacdo plaquetaria, que pelo
menos para as lectinas, se limita a sua ligagcéo a glicoproteina plaquetaria e o fator

von Willebrand, ocasionando o inicio da cascata de ativagéo.
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Figura 13 - Atividade de agregacéo plaquetaria da lectina da fragdo das Glutelinas Acidas

da farinha de Acacia farnesiana. Apresenta medidas da agregacéo plaquetaria da trombina

e da lectina da fracéo glutelinas acidas de Acacia farnesiana (AfGlu) em um tempo de 0-10

minutos feita em um agregémetro de plaquetas Chrono-log Lumiaggregometer (Chrono-Log

Corp, Haverton, PA, USA). Podemos observar a agregacgéo plaquetaria da trombrina, usada

como controle positivo da agregagao plaquetaria com concentragdes de 50 e 100 unidades.
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Figura 14. Efeito comparativo de agregacao plaquetaria da lectina da fragéo das Glutelinas
Acidas da farinha de Acacia farnesiana com a lectina da fragdo das Albuminas da mesma
semente.Verificamos a agregagado plaquetaria causada pela trombina usada como controle
em 100 unidades, lectina da fragdo das glutelinas acidas de A.famesiana (Af_Lec1) e a

lectina da fragdo albumina de Acacia farnesiana (Af_Lec2) em uma concentragéo de 20 pg.
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6. — CONCLUSAO

O presente trabalho relata a purificagdo e caracterizagdo de uma lectina da
fracao das Glutelinas Acidas da farinha de sementes de Acacia famesiana (L.) Willd
(Leguminosae, Mimosoideae). Esta lectina apresenta uma massa molecular de 65
kDa, um ponto isoelétrico de 4,6, ndo sofre oligomerizacdo tempo-dependente,
apresenta atividade hemaglutinante tempo dependente contra hemacias de coelho
e possui uma seqiéncia N-terminal de aminoacidos similar a das lectinas da fracao
albumina da mesma semente, a da sementes de Acacia constricta, mas diferente
da PPL, lectina de sementes de Parkia platycephala. Além disto, a lectina da fracao
das Glutelinas Acidas da farinha de sementes de Acacia farnesiana causa
agregacao plaquetaria humana e apresenta atividade antibacteriana contra
Streptococcus mutans e contra as fitobactérias Xanthomonas axonoposi pv

passiflorae e Clavibacter michiganesis michiganensis.
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