PURIFICACAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE UMA
LECTINA DE SEMENTES DE Canavalia aff. boliviana

E CLONAGEM DE SEU GENE

Hélio Cabral Lima

FORTALEZA-2000



PURIFICACAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE UMA
LECTINA DE SEMENTE DE Canavalia aff. boliviana

E CLONAGEM DE SEU GENE

Hélio Cabral Lima

TESE SUBMETIDA A COORDENACAO DO CURSO DE POS-GRADUACAO
EM AGRONOMIA/FITOTECNIA COMO REQUISITO PARCIAL PARA

OBTENCAO DO GRAU DE DOUTOR EM AGRONOMIA

UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA

FORTALEZA

2000



L698p Lima, Hélio Cabral

Purificacdo e Caracterizag@o Parcial de uma Lectina
de Sementes de Canavalia aff. boliviana e Clonagem de seu
Gene/Hélio Cabral Lima — Fortaleza, 2000

111p.: o
Tese (Doutorado) — Universidade Federal do

Ceara — Departamento de Fitotecnia.
1. Lectinas; 2. Canavalia, 3. Sequéncia

Primaria; 4. Clonagem

CDD 632




PURIFICACAO E CARACTERIZACAO PARCIAL DE UMA
LECTINA DE SEMENTES DE Canavalia aff. boliviana E
CLONAGEM DE SEU GENE

Hélio Cabral Lima

TESE APROVADA EM 03/11/2000.

Prof. Dr. Abdllatif Kameledine Benbadis Prof. Dr. Benildo Sousa Cavada

Departamento de Fitotecnia — UFC Departamento de Bioquimica e
Orientador da Tese Biologia Molecular - UFC

Prof. Dra. Claudia Ferreira Santos/ Prof. Dr. ThallesBarbosa Grangeiro

Departamento de Ciéncias Departamento de Biologia - UFC

Fisiologicas — UECE

Prof. Dr. Marcos An‘tc“)n}ib de Morais Janior

Departamento de Genética - UFPE

i



A Deus,

A minha V6 Maria Diro (in memorium)

Aos meus pais José e Josefa,

Ao meu filho Lucas,

Aos meus irmaos, Clara Edna, Gustavo e Eliane,

e de forma especial ao Prof. Dr. Benildo S. Cavada meu eterno

Orientador,

dedico.

1i1



AGRADECIMENTOS

De maneira especial a Professor Dr. Abdelatif Benbadis por aceitar
trabalhar comigo, pela sua amizade e pela sua incansavel maneira de se dedicar a

ciéncia como uma verdadeira profissdo, fato que me causou tremenda impressdo.

De modo especial ao Professor Dr. Benildo Sousa Cavada do
Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da UFC pelo interesse
constante e dedicag@o com que me orientou, desde o dia em que nos conhecemos,
bem como, pela all'nizade e oportunidade que me proporcionou para crescer

profissionalmente.

Ao Professor Dr. Thalles Barbosa Grangeiro do Departamento de
Biologia da UFC pela co-orientagdo, seu empen}io a pesquisa e amizade

demonstrados durante o periodo que trabathamos juntos.

Ao Dr. Juan Calvete, do Instituto de Biomedicina de Valéncia
(Espanha) pela determinagdo da sequéncia total da proteina purificada, bem como

pelo convivio cientifico e nos churrasquitos com seu bom humor.

De modo muito especial a Professora Ms. Maria Aparecida Alves do
Departamento de Biologia da UFC pelo acolhimento em seu laboratorio, amizade
e sua dedicaco a pesquisa € a Ana Maria Bitencourt amiga de todas as horas.

Aos Professores Edson de Paula Nunes e Dr. Afrdnio Gomes

Fernandes do Departamento de Biologia da UFC pela determinagio taxondmica

da espécie aqui estudada.



Aos Professores do Departamento de Bioquimica e Biologia
Molecular José Tadeu Abreu de Oliveira, Ana Licia Ponte Freitas, Joaquim
Albenisio Gomes da Silveira e ao Dr. Marcio Viana Ramos pelas ajudas

constantes e seus empenhos & pesquisa.

Aos Professores do Departamento de Agronomia/Fitocnia Raimundo
Pontes, Fanuel, Berilo, Willian, Joaquim Enéas e Romildo por tudo que aprendi e

pelas experiéncias passadas.

Aos colegas do Laboratorio de Citogenética e Genética Molecular,
Delano, Alex, Jodo Paulo, Rodrigo, Péricles, Juliana, Viania, Fabiano

(importantissimo), Vivi, Mario.

Aos colegas do BiolMol-Lab Katia, Lia, Mazé, Vanesca , Flavia,

Fernanda, Creuza, Bia, Marcelo, Carlinhos, Yussef, e 1za.

Aos colegas de curso Luiz Antbnio, Silveira, Zenaide, Katia,

Eleonora, Timbo, Oscar, Jair, Geraldo e Sérgio Horta.
A colega Joseana Saraiva pelo incentivo e amizade dedicados.

Ao meu filho Lucas e a minha namorada Ana Wylma Saraiva pelo
apoio, estimulo e paciéncia dedicados durante todo o periodo em que estive

ausente.

A todos os meus amigos e parentes, que sempre estiveram presentes.



Este trabalho foi realizado gragas a auxilios das seguintes institui¢oes:

Coordenacao de Aperfeicoamento do Pessoal de Nivel Superior
(CAPES), pela bolsa de Pos-graduagdo concedida a autora através de convénio
com o curso de Pos-graduacdo em Bioquimica, e por auxilios de pesquisa aos
grupos de Citogenética e Biologia Molecular do Departamento de Biologia, ao
BioMol-Lab do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular do Centro de
Ciéncias e ao Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal do Ceara.

Consetho Nacional de Desenvolvimento Cientifico e Tecnolégico
(CNPq), através de convénio com o curso de Pos-graduagido em Bioquimica e por
auxilios de aos grupos de Citogenética e Biologia Molecular do Departamento de
Biologia, ao BioMol-Lab do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular
do Centro de Ciéncias e ao Departamento de Fitotecnia do Centro de Ciéncias

Agrarias da Universidade Federal do Ceara.

Fundacdo de Amparo a Pesquisa do Estado do Ceara (FUNCAP),
através de convénios aos grupos de Citogenética e Biologia Molecular do
Departamento de Biologia, ao BioMol-Lab do Departamento de Bioquimica e
Biologia Molecular do Centro de Ciéncias e ao Departamento de Fitotecnia do

Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade Federal do Ceara.

vi



Programa de Apoio ao Desenvolvimento Cientifico e Tecnoldgico
(PADCT), através de convénio com aos grupos de Citogenética e Biologia
Molecular do Departamento de Biologia, ao BioMol-Lab do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular do Centro de Ciéncias da Universidade Federal

do Ceara.

Departamentos de Biologia, de Bioquimica e Biologia Molecular do
Centro de Ciéncias e de Fitotecnia do Centro de Ciéncias Agrarias da

Universidade Federal do Ceara, em cujos laboratérios foi executado esse trabalho.

vii



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacdo esquematica de lectinas. Merolectinas, hholo-
lectinas, quimerolectinas e superlectinas segundo Peumans & Van

DS TIOOEN, 4ot s i s i e i Sah e 21
Figura 2 — Esquema de processamento da ConA proposto para as demais
lectinas de Diocleinae com caracteristicas similares (Van Damme &
PEITRNE. IO o custisvisspsivisimin dimass i A s st asaisss dan S s ok 36
Figura 3 — Cromatografia de afinidade em Sephadex G-50 de Canavalia

Sn i ORI LYY SRR T RSP SOE HET IO S LU RO P Y s 71
Figura 4 - Eletroforese em gel de poliacrilamida a 12,5% em condigGes
desnaturantes da amostra da lectina de Canavalia aff. boliviana purifi-

cada por cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-50........... 73
Figura 5 — Imunodifusdo radial dupla de Ouchterlony utilizando-se IgG

de coelho anti-lecting de ConBr..... ... siamissesissssissirass 2o R Rsets 77
Figura 6 — Representagdo esquematica da cadeia o e dos fragmentos P e

vy da lectina de Canavalia aff. boliviana.........................cccoooeveeeeeaeennee. 79
Figura 7 — Alinhamento da sequencia primaria da lectina de sementes de
Canavalia aff. boliviana com a lectina de Canavalia brasiliensis

(ConBr) e com outras lectinas de outras espécies da sub-tribo Dioclei-

17 T AR B e A PR ARt PPURR PP S TGSt TP Sy SR §P - 81

Figura 8 - Eletroforese em gel de agarose 1% de DNA gendmico de Ca-

viii



PIVEICE Off. DOUIVIEIIN, v oncssinssswsinimisssnss v sovyirimmmavmsssny v tess demsavassss itasessmsy 82
Figura 9 - Eletroforese em gel de agarose 1% do gene de Canavalia aff.
DOV . insinnsontions vt e i st s ot e 83
Figura 10 — Amplificag@o do gene conbol por PCR a partir de prepara-

¢Oes analiticas de plasmideos de colonias recombinantes de Escherichi-

diz SOl DRSO-PUICYECONDOL. ... i s miislons iy st st esis stansi 85



LISTA DE QUADROS

Quadro 1 — Procedimento para preparagao do gel de poliacrilamida.............. 54
Quadro 2 — Protocolo de PCR utilizada na amplificagdo do fragmento cor-
respondente a0 gene ConDOL............ccccneememeineecriecriesesrans R 60

Quadro 3 — Esquema dos ciclos de amplificagdo do fragmento correspon-

BElE 40 QBB LINDOL . osistesmmviviissssimissiimns s s rs s S nes 61
Quadro 4 — Reaglo de Ligagho........c.coorrwiosssorinsssssusvamssisassesisssssorsos siissises 63



LISTA DE TABELAS

Tabela 1 — Lectinas isoladas de espécies da subtribo Diocleinae.................... 30
Tabela 2 — Propriedades Quimica e Fisico-Quimicas de algumas lectinas da
SUBITDO EHGCIBINRE. .. oo irsmnstontominsinitormistihess’ssin s st S5 5T 33
Tabela 3 — Exemplos de lectinas de sementes de espécies da sub-familia
Papilionodeae (Leguminosae) ja sequenciaadas...........ccccoeveeieoeieeicenieieennn.n 43
Tabela 4 — Especificidade eritrocitaria de extratos de sementes maduras de
Caravalia it DOTVEGTE PIPOE ccviiiizusmiivininiismssiing s i v s isisie, 1O
Tabela 5 — Especificidade da lectina de Canavalia aff. boliviana por aguca-

17> o] o AR EE MRS LS IR S L1 WS ST L S U SRS R 69
Tabela 6 — Composi¢do de aminoacidos da lectina de Canavalia aff. bolivi-

ana e de outras lectinas de espécies a subtribo Diocleinaae........................... 75

xi



LISTA DE SIGLAS E ABREVIACOES

AG' - Variagdo de energia livre padrao

Ala - Alanina

Arg - Arginina

Asn - Asparagina

Asp - Acido aspartico

Asx - Acido aspartico + Asparagina

BSA - Albumina Sérica Bovina

C.e. - Lectina de sementes de Canavalia ensiformis

=f - (= CFL) Lectina de sementes de Cratylia floribunda

C.bol. - Lecitina de sementes de Canavalia aff. boliviana

C.m. - Lectina de sementes de Canavalia maritima

Con A - Concanavalina A, lectina de sementes de Canavalia ensiformis
C.r. Lac - Lectina lactose-especifica de sementes de Cymbosema roseum
C.r. Man - Lectina manose-especifica de sementes de Cymbosema roseum
Con Br - Lectina de sementes de Canavalia brasiliensis

211 - Lectina I de sementes de Dioclea lehmanni

D.L 1 - Lectina II de sementes de Dioclea lehmanni

Dgui - Lectina I de sementes de Dioclea guiariensis

Dvir - Lectina I de sementes de Dioclea virgata

Eq % 1em) - Coeficiente de extingdo molar

ESI - Electro Spray Ionization

Glu - Acido glutdmico

Glx - Acido glutdmico + Glutamina

Gly - Glicina

His - Histidina

1.p. - intraperitoneal

IgA - Imunoglobulina A

X1l



1eG - Imunoglobulina G

Ile - Isoleucina

kDa - quilodalton

Leu - Leucina

Met - Metionina

N.IL - N&o inibiu

PAGE-SDS - Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de SDS
PHA - Fitohemaglutinina, lectina de feijdo (Phaseolus vulgaris)
Phe - Fenilalanina

Pro - Prolina

PSA - lectina de ervilha (Pisum sativum)

q.s.p. - Quantidade suficiente para

RL - Rice lectin, lectina do arroz (Oryza sativa )

S.A, - Sem atividade hemaglutinante

SDS - Dodecil sulfato de sodio

Ser - Serina

Thr - Treonina

Tris - Tris(hidroximetil) - aminometano

Tyr - Tirosina

UDA - Lectina de Urfica dioica ‘

UH - Unidade de Hemaglutinag¢@o. Definida como o inverso da maior

dilui¢do de uma dada solugdo que ainda € capaz de aglutinar uma

suspensdo de hemacias a 2 %.

Val - Valina
WGA - Wheat germ agglutinin, lectina do gérmen de trigo (Iriticum
aestivum)

xiii



SUMARIO

NIRRT . ot st R it 20
R IRE R G R e T R L p e N e e 20
1.2 Deietnan & PUtiiCATAD .o s smmsrmiesbonstini sl e iossssiaamm sies 23
L3 atactenizn0iics BRIORIIIIT, oo st o s i bpasintido o455 45050355305 29
1A, Estudos MOleOUIATEE. ... ... crumsreimmm oo svsdnalos s ismnass 26
1.5 Lectinas ds SubIribo DHOBIEINAE, ... cuiinmmsiii s msiiinasss s sstanmmb asy snpins 28

1.6. Caracteristicas Quimicas, Fisico-Quimicas e Bioquimicas das Lectinas de

1557157 G S SOREN S SU-L - ST S ey TR 31
Lo L. Pioprdadin GREIEL. . s.cnmiiiivanipmnitamemitasos smniss S 31
1.6.2. Aglutinacdo de células eritrocitanas. ............ccovueeueeviveeeeeenn... 37
1.6.3. A Especificidade por Carboidrafos..........ccooceesiivmmmseiisnninssinaions 38
1.6.4. Estudos EStruturais..................cccoooo....... TR ISR TI 41

1.6.5. Relagdes Evolucionarias entre Lectinas de Diocleinae e ou-

ey W R RS R CRE S MY SIS SRt ALY U =T S UOPRND PR 42
AL 150 11 2 O 1 e e AP W P S ey iy S EC RS DRSS P AL LR S 46
3 —MATERIAIS E METODOS. ..o 47
3.1. Preparacgdo de Farinhas.................... R I e AP S g 47
3.2. Extragdo de proteinas a diferentes valores de pH...............ccoco. 47
3.3. Dosngom de proteinas SOMWVEIS ... anasuimasimimaiiisrmisisihiaeiys 47

Xiv



3.4. Determinac@o da atividade hemaglutinante........................cc.oooooii. 48
3.5. Ensaio de inibigdo da atividade hemaglutinante da lectina de semente de
Canavalia aff DOLIVIONA POT AGHCATES. ........c.cccosieririarssasneressssancssanssrssssressssasasons 49
3.6. Preparacdo de IgG de coelho contra lectina de semente de Canavalia aff
IR s s oo sn S il SO ot i A B 25 bt S 50

3.7. Isolamento de IgG de antissoro de coelho imunizado com lectina de Ca-

BRI SIS BOIRIINE s s obsmisorcsli oot b s o A AR A S i 51
CATAEL T Gy e R U CRICNN o U 51
3.9. Isolamento das lectinas de semente de Canavalia aff boliviana.................. 52

3.10. Eletroforese em gel de poliacrilamida em presenga de SDS e 2-

INCECRITOBIRINL ., o sttt ol aho A s i e s s e A B a e 53
3.11. Determinac¢do da Massa Molecular por Espectroscopia de Massa............ 55
3.12. Degradacdes proteoliticas............ iR TE RS B SR e A e SR R 55
3. 13 Tsolamieite o8 POPHOBOR...oouimmsiinsmssmssmises gomiotis o sty ausse obiauiide & 56
3.14. Andlize de AMINOAEIABE .. . orsiisisinsasss s ot e fmngeisissssissaonsss 56
3.15. Sequenciamento de Aminoécidos...........................: .................................. 56
3.16. Isolamento de DNA.................. OV ORI VU TS~ W5 L3 S Y 57
3.17. Eletroforese de DNA em gel de agarose a pH neutro..............ccocoeeveeen. 58
3.18. Amplificag¢do do gene da Canavalia aff. boliviana por reagdo em cadeia
S TN A BOUTETENE TPCILY. o S siticsiniimin it R T G i st b otints 59
3.19. Clonagem do gene da lectina de Canavalia aff. boliviana........ TP % A 62
3.19.1. Ligacdo do prodio dd PER 80 VELOL. ......summisussnsisimssanini 62



3.19.2. Preparo de células competentes de Escherichia co-

! S S PO E IS LI, IOV L A LT WD LRSI L o G- TS
3.19.3. Transformagio de células competentes de Escherichia coli

BIEE SO0 anantoitstuzmemptonits oo fseanass s e e 3 A et o A
3.19.4. Selec@o de clones recombinantes......................ccccoooveeveuen...

= RESUETADUIR. ... . oo o st s sssmissits oo deis v 5ok ainias

4.1. Levantamento da atividade hemaglutinante em diferentes extratos protéi-
cos de farinha de semente de Canavalia aff. boliviana...................................

4.2. Inibicdo da atividade hemaglutinante de extrato de farinha de sementes
G il aly. DOITVTRIR .o ssts st sissidinshs S tib s st RS ates ik
4.3. Isolamento da lectina de farinha de sementes de Canavalia aff. boliviana
por cromatografia de afinidade em coluna de SephadexG-50..........................
4.4. Perfil eletroforético (eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca

de SDS e de 2-mercaptoetanol) da lectina de farinha de sementes de Canava-

L AL, DO, ocoinmmmcnnnscimiissipan e os s sk s A S A i wime St
4.5. Caracteristicas da lectina de farinha de Canavalia aff. boliviana................
4.5, Anglises de amNOACIHOR ... cciintinsiaii ipsiner it s
4.5.2. Peso molecular por espectrometria de massa................c.........
4 5.3 Blidos iU UIIIACOR o v scrsisssssssrisesssirssississoiat ciinases sosass sosns

4.5.4. Sequéncia primaria da lectina de farinha de sementes de Ca-
Rovalic: 8EE DRIIVIGRIL -.5cossewsoistnoads wsisissts s ebiiias s bmmighsxpois EE LR R
4.6. Homologia da sequencia da lectina de farinha de sementes de Canavalia

aff. boliviana com a sequencia de outras lectinas da sub-tribo Diocleinae........

64

64

67

67

67

70



4.7. Clonagem do gene da lectina de farinha de semente de Canavalia aff.

o A R R T T TR L 80
B DIRETISE AT . et i i A A SR B e e BT s 86
6 — RESUMO DOS RESULTADOS ..., 91
TAURIRCE TR - i i s o A s 50 93
8 — REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS.. ..., 94

xVvii



RESUMO

Canavalia aff. boliviana € uma leguminosa (Leguminosae, sub-familia
Papilionideae, tribo Phaseoleae, subtribo Diocleinae) endémica da Amazdnia, no
meédio Rio Negro, que tem mostrado todas as caracteristicas de se constituir uma
nova espécie. Os experimentos demonstraram que suas sementes contém uma
tectina glicose/manose especifica que pode ser facilmente purificada por
cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex G-50. Apresentou um padrao
eletroforético tipico de lectinas de sementes de espécies da subtribo Diocleinae,
caracterizado por trés bandas protéicas em SDS-PAGE em presenca de 2-
mercaptoetanol: uma banda principal de 30 kDa, caracterizando a subunidade
intacta o, e duas bandas minoritarias de de 16-18 kDa (fragmento B) e de 10-12
kDa (fragmento y). Por imunoquimica, a lectina purificada de suas sementes
mostrou ser semelhante a outras lectinas glicose-manose purificadas de outras
espécies da subtribo Diocleinae, tanto do género Canavalia, como de outros
géneros como Cratylia e Dioclea. A sua sequiéncia prirhéria ¢ altamente homologa
com as seqiéncias de outras lectinas da subtribo Diocleinae, porém, com
diferengas pontuais, como por exemplo, difere da Conbr em apenas trés residuos
de aminicidos. Um fragmento de DNA codificando o gene da ConBel foi

amplificado por PCR, clonado em E. coli DH5a. - plasmideo pUC-18.
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ABSTRACT

Canavalia aff. boliviana is a legums (Leguminosae, sub-family
Papilionideae, tribe Phaseoleae, subtribe Diocleinae) endemic of the Amazonian,
in medium Rio Negro, that has been showing all the-characteristics of constituting
a new species. The experiments demonstrated that your seeds contain a lectin
specific glucose/manose that can be- easily purified by likeness cromatografic in
column of Sephadex G-50.1t is showed a pattern typical eletroforetic of lectins if
seeds of species of the subtribe Diocleinae, characterized by three bands proteins
in SDS-PAGE in presence of 2-mercaptoethanol: a main band of 30 kDa,
characterizing the intact subunidade o, and two minority bands of of 16-18 kDa
(fragment B ) and of 10-12 kDa (fragment y). For imunochemistry, the purified
lectin of your seeds showed to be similar the other lectins glucose-manose
purified of another species of the subtribe Diocleinae, so much of good
Canavalia, as of another goods as Cratylia and Dioclea. Your primary sequence
presented a high homology degree with the sequences of other lectins of the
subtribe Diocleinae, however, with punctual differences, as for instance, it differs
of the Conbr in only three aminacids residues. A fragment of DNA codifying the
gene of ConBol was amplified by PCR, it was cloned in E. coli DH5a - pUC 18

plasmid.



1 - INTRODUCAO

1.1.  CONSIDERACOES GERAIS

A capacidade de interagir especifica e reversivelmente com
carboidratos é uma propriedade das lectinas. Classicamente elas sdo definidas
como proteinas ou glicoproteinas de origem ndo imune, que possuem COmMoO
propriedade comum a capacidade de reconhecimento especifico e de se ligar
reversivelmente a residuos de carboidratos ou glicoconjugados, bem como de
aglutinar células, sem contudo alterar a estrutura quimica dos ligantes

(GOLDSTEIN e/ al,, 1980; LIENER ef al,, 1986).

Recentemente, Peumans & Van Damme (1995) redefiniram as
lectinas como proteinas de origem n3o imune que possuem pelo menos um
dominio ndo catalitico de ligagdo a carboidratos e que sio capazes de se ligar
especificamente a mono ou oligossacarideos. Estes autores classificaranr ainda
estas proteinas, de acordo com a sua estrutura, em trés categorias: merolectinas,
hololectinas e quimerolectinas (FIGURA 1). Merolectinas sdo aquelas proteinas
que possuem apenas um unico dominio de ligagdo a carboidratos. S3o proteinas
pequenas constituidas de uma tnica cadeia polipeptidica. Assim, devido & sua

natureza monovalente no sdo capazes de aglutinar células ou glicoconjugados. A

20
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Dominio ligante a carboidrato

-___' Dominio catalitico

Dominio Ribossomo-Inativante

MEROLECTINAS HOLOLECTINAS QUIMEROLECTINAS

S 0@

FIGURA 1 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DE LECTINAS. MEROLECTINAS,

HOLOLECTINAS E QUIMEROLECTINAS SEGUNDO PEUMANS & VAN DAMME, 1995.

5



22

heveina do latex da seringueira (VAN PARRIIS ef al, 1991) e as proteinas
monoméricas encontradas nas orquideas (VAN DAMME ef al, 1994) sdo

exemplos desta categoria.

As hololectinas sdo, também, somente constituidas de dominios de
ligacdo a carboidratos, possuindo dois ou mais sitios que s3o idénticos ou muito
homologos. Este grupo € representado pela maioria das lectinas, também
conhecidas como hemaglutininas,capazes de aglutinar células ou glicoconjugados.

Estas lectinas s@io caracteristicas de espécies da familia Leguminosae.

Por outro lado, as quimerolectinas s@o proteinas que além de
possuirem dominio de ligagdo a.carboidratos, também apresentam outros sitios
ndo relacionados com atividade catalitica ou biolégica bem definida. Como
exemplos desta categoria encontram-se as RIPs (Proteinas- Inativadoras de

Ribossomos) e Quitinases Classe L.

Além destas classes de lectinas, mais recentemente Peumans & Van
Damme (1998) introduziram mais um tipo de lectinas, as superlectinas, lectinas
que apresentam mais de um sitio de ligag3o a carboidratos, porém diferentes entre

si.

As lectinas s3o encontradas em todas as classes e familias de seres
vivos e também em virus (SHARON & LIS, 1989). No Reino Vegetal, a classe

das Dicotiledoneas detém o maier nimero de lectinas j isoladas e caracterizadas,
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principalmente na familia Leguminosae, enquanto que mna classe das

Monocotileddneas destaca-se a familia Gramineae (SILVA, 1993).

1.2. DETECCAO E PURIFICACAO

A maneira mais simples de se detectar a presenca de Iectina em um
extrato biologico ¢ através do ensaio de hemaglutinacdo. Algumas lectinas sé-sdo
capazes de aglutinar eritrocitos previamente tratados com enzimas proteoliticas
como tripsina, papaina, subtilisina e bromelaina (AINOUZ ef al, 1992). Este
tratamento, -as vezés, torna as células mais sensiveis & aglitinacdo por expor

carboidratos receptores na superficie da membrana do eritrégito.

Apés a deteccdo de uma lectina em um dado extrato, através _da
técnica de hemaglutinag@o, o passo seguinte € verificar se a aglutinacio ‘pode ser
revertida pela adicdo de aguicares simples ou complexos, ou mesmo por
glicoconjugados. A inibi¢o da atividade hemaglutinante da lectina de Canavalia
ensiformis (ConA) foi obtida pela primeira vez com agucar de cana (SUMNER &

-HOWELL, 1936).- Assim, para testar a especificidade de uma lectina por
carboidratos € necessario que o monossacarideo ou oligossacarideo (ou ainda o
glicoconjugado) tenha a capacidade de inibir uma determinada reagdo (ou

atividade biologica) causada pela lectina (GRANGEIRO,1996).

As lectinas podem ser isoladas por métodos tradicionais de quimiea de
proteinas como: precipitagio salina, precipitacio isoelétrica, cromatografia de

exclusio molecular, cromatografia de troca iOnica, entre outras. No - entanto,
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devido ao fato das lectinas se ligarem especifica e reversivelmente a carboidratos,
um novo meétodo-de isolamento tem sido empregado: a cromatografia de afinidade
(CAVADA, 1980). Neste processo, ocorre a interagdo da lectina com uma matriz
msolivel derivada ou ligada covalentemente a um agiicar inibidor especifico.
Apés eluicdo de todo material n3o retido (proteinas sem atividade
hemaglutinante), a desor¢do da lectina € feita por diminui¢go do pH do eluente ou
por eluigdo com o agucar inibidor. A lectina obtida desta maneira € geralmente
homogénea quando examinada por uma variedade de critérios, e via de regra, ndo

requer purificacdo adicional (SHARON & LIS,1989).

QOutros métodos de deteccdo como precipitagdo de polissacarideos e
glicoconjugados (SHARON & LIS, 1989), métodos imunoquimicos como ELISA
(VAN DAMME & PEUMANS, 1990), radioimunoensaio (MISHKIND e? al.,

1980), também s&o usados.

Por outro lado, quando ha presenca de isolectinas em uma- mesma

-espécie € necessario o uso de téenicas de separagio mais sensiveis como por
exemplo cromatografia de troca i6mica acoplada a sistema de FPLC

(Cromatografia Liquida de Rapida Performance) (VAN DAMME & PEUMANS,

1990), técnicas de cromatofocalizagio (CAVADA & ROUGE, 1985) e

cromatografia de interacGes hidrofobicas (ZENTENO ef al., 1991).

Na familia Leguminosae, algumas centenas de lectinas de espécies

distribuidas em diferentes subfamilias, tribos e subtribos j& foram purificadas
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(SHARON & LIS, 1990). Cerca de 20 lectinas dos géneros Canavalia, Cratylia e
Dioclea (todas da subtribo Diocleinae) foram isoladas nos ultimos 15 anos

(GRANGEIRO, 1996).

L3 CARACTERIZACAO B1oQUIMICA

As lectinas compreendem uma classe de proteinas com propriedades
moleculares distintas formande, portanto, um grupo bastante heterogéneo. Elas
podem diferir em vérias caracteristicas como composi¢io de aminoacidos, massa
molecular aparente: numero de subunidades, conteido de ions -metalicos,

estruturas primaria, secundaria, terciaria e quaternaria, etc. (SILVA, 1993).

De uma maneira geral, as lectinas vegetais s3o pobres em aminoacidos
sulfurados e ricas em acido aspartico, serina e treonina (LIS & SHARON, 1981).
Excegdes sdo verificadas em algumas lectinas, como as de germe de trigo € de
batata, que apresentam razoaveis conteudos-de cisteina (ALLEN, 1983; ALLEN

etal, 1973).

As lectinas apresentam uma varia¢do muito grande em termos de
massa molecular aparente; sendo encontrados valores que variam -de 3,5 kDa a
480 kDa. Com relacdo a estrutura quaternaria, as lectinas podem ser monomericas
(PEUMANS et al., 1984) ou até mesmo apresentar 20-subunidades (SHARON &
LIS, 1989). Centude, as lectinas geralmente consistem de duas a quatro
subunidades que podem ser .idénticas ou ndo. Assim, a lectina de Phaseolus

vulgares é um tetrdmero cemposte de subunidades diferentes (PUSZTAI &
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STEWART, 1978), enquanto que a lectina de Dioclea grandifiora consiste de

quatro subunidades idénticas (MOREIRA ef al., 1983).

Varias lectinas necessitam da presenca de cations divalentes para
exercerem suas atividades biologicas (LIS & SHARON, 1981). A lectina da

C.ensiformes (ConA), por exemplo, possui dois sitios de ligagdo a fons metalicos

‘em cada subunidade. Sendo um sitio ocupado pelo Mn", denominado S1, € um

segundo sitio S2 pelo Ca™ (HARDMAN & AINSWORTH, 1972). A ocupagio
destes sitios pelos respectivos metais € fundamental para que a molécula se

arranje espacialmente de forma adequada e os sitios de interago a carboidratos se

formem.

1.4, ESTUDOS MOLECULARES

A sequéncia de aminoacidos de muitas lectinas tem sido determinada
por técnicas convencionais baseadas na degradagdo de EDMAN (1950). Contudo,
o uso da tecnologia do DNA recombinante em estudos de estrutura, biossintese e
fungdo de proteinas, tem se tornado cada vez mais usual e eficaz. Deste modo, o
sequenciamento completo de uma série de lectinas vegetais tem sido deduzido das
sequéncias de nucleotideos de ¢cDNAs sintetizados pela transcriptase reversa a

partir dos seus respectivos mRNAs (GRANGEIRO, 1996).

Duas estratégias tém sido utilizadas na clonagem do gene de uma
proteina: a construgdo de bibliotecas de DNA genémico e de cDNA. A biblioteca

de DNA gen6mico possibilita, em potencial, o isolamento de todos os genes do
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genoma, enquanto que uma biblioteca de cDNA permite a clonagem do(s) gene(s)
transcrito(s) no tecido vegetal utilizado na construcdo da biblioteca do cDNA. A
escolha de uma delas depende de alguns fatores: que tipo de utilizagdo tera o
clone; a disponibilidade do material biologico; e os tipos de sondas disponiveis
para avaliacdo da biblioteca. Deste modo, os clones gendmicos se destinam em
principio a estudos sobre a estrutura e regulagio do gene da proteina. Todavia, a
possibilidade da presenca de “introns” no gene clonado pode representar
dificuldades caso as seqiiéncias destes clones sejam utilizadas para se deduzir a

seqiiéncia de aminoéacidos proteina.

As bibliotecas de cDNAs refletem, de fato, uma abundincia relativa
dos varios produtos primarios de transcrigdo no tecido sob investigagdo. A
freqiiéncia do cDNA nestas condi¢@es € bem maior qﬁe uma biblioteca genémica.
Deste modo, sdo bastante uteis para os casos onde mRNA da lectina prevalteca
naquele tecido ou 6rgdo. Como muitas plantas leguminosas acumulam em suas
sementes uma grande quantidade de lectina durante o desenvolvimento do fruto,
bibliotecas de ¢cDNAs foram construidas a partir de seus respectivos mRNAs.
Assim, bibliotecas de cDNAs de sementes pertencentes a diferentes taxones t€m
sido construidas e varios genes de lectinas tém sido clonados: Pisum sativum
(HIGGINS et al,1983), Glycine max (VODKIN et al, 1983), Canavalia
ensiformes (CARRINGTON et al., 1985), Canavalia gladiata (YAMAUCHI ef
al., 1989), Arachis hypogea (ARANGO et al, 1992), Canavalia brasilienses

(ConBr) (GRANGEIRO, 1996), etc.
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Por outro lado, a comparagdo das sequéncias de aminoacidos
codificadas pelos produtos primarios de tradugZo com as respectivas sequéncias
das proteinas maduras, acrescido de estudos radioativos tanto in vifro come in
vivo, tem fornecido informagdes importantes sobre a biossintese de lectinas. Deste
modo, tem sido sugerido que as lectinas de leguminosas sdo sintetizadas seb a
forma de pré-pro-lectinas. A ConA, por exemplo, € sintetizada na forma de um
precursor de 34 kDa que ¢ glicosilado co-traducionalmente pela ligagdo covalente
de um oligossacarideo rico em manose ao residuo ASN 153 localizado na posi¢io

mediana da pro-ConA (CHRISPEELS et al, 1986; HERMAN ef al., 1985).

1.3 LECTINAS DA SUBTRIBO DIOCLEINAE

A subtribo Diocleinae Benth. (1837) € constituida per 13 g€neros
largamente distribuidos nas regides tropicais e subtropicais, notadamente no Iovo
Mundo:  Dioclea, Cymbosema, Cleobulia, Canavalia, = Pachyrhizus,
Macropsychanthus, Luzonia, Camptosema, Crawlia, Collaea, Galactia,
Calopogonium ¢ Herpyza. Segundo Polhill & Raven (1981),73 subtribo Diocleinae
possut algumas caracteristicas supostamente primitivas: o hébito € fregiientemente
lenhoso, as flores sdo normalmente grandes e possuem discos proeminentes em
volta- do ovario, o hilo é via-de regra longo € a inflorescéncia geralmente

paniculada.

Do ponto de vista quimico, o aminoacido ndo protéico canavanina esta

presente em todas as espécies j& investigadas, com excec@o de uma espécie de
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Dioclea e de uma espécie de Cleobulia. Entretanto, a maioria dos caracteres nio
fornece uma indicagdo clara e precisa de estrutura interna ou alguns limites
genéricos, e somente mostra uma tendéncia geral a partir de Dioclea e géneros
afins, seguida de uma série de plantas intermediarias terminando com Galactia.
Esta apresenta uma mudancga de habito, que passa de lenhoso para uma forma
mais delicada, com sementes menores dotadas de hilo curto e também uma
alteracdo no numero cromossdmico, que muda de 22 para 20. Apesar de ser um
grupo basicamente nativo, a subtribo-Diocleinae ¢ dificil de ser definida. Contudo,

a canavanina pode ser usada como um marcador do taxon Diocleinae.

Diversos estudos tém demonstrado, por outro lado, que as lectinas
1soladas de espécies de diferentes géneros da subtribo Diocleinae apresentam uma
altissima homologia de sequéncia priméria (CAVADA et al., 1993),; indicando
que estas proteinas foram extremamente conservadas durante o processo de
especiacdo. Estes resultados indicamr que as lectinas de espécies desta subtribo
podem perfeitamente ser usadas como marcadores quimiotaxondmicos deste
grupo (MOREIRA ef al., 1993; MOREIRA et al., 1995), a exemplo do que ocorre
com a tribo Vicieae (Leguminosae, Papilionoideae), onde as lectinas constituem

excelentes marcadores filogenéticos (BARRE ez al, 1994; ROUGE & CAVADA,

1984; CAVADA & ROUGE, .1985). A TABELA 1_apresenta uma lista de

espécies da subtribo Diocleinae onde lectinas foram detectadas e isoladas.

O alto grau homologia de sequéncia primaria e estrutural entre as

lectinas de espécies da subtribo Diocleinae dificulta a explica¢@o das diferencas
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TABELA 1 - LECTINAS ISOLADAS DE ESPECIES DA SUB-TRIBO DIOCLEINAE

Espécie

Designag@o da lectina

Referéncia

Canavalia ensiformis
Canavalia brasiliensis
Canavalia maritima
Canavalia bonariensis
Canavalia gladiata
Canavalia virosa
Cleobulia multiflora
Cymbosema roseum 1
Cymbosema roseum, 11
Cratylia floribunda
Dioclea grandiflora
Dioclea rostrata
Dioclea guianensis
Dioclea virgata
Dioclea violacea
Dioclea altissima
Dioclea lehmani 1

Dioclea lehmani TI

ConA
ConBr
ConM
CABO
ConGl
ConVr
CML
CRL-I
CRL-II
CFL
DGL
DRL

DLLI
DIL IE

SUMNER & HOWELL, 1936
MOREIRA & CAVADA, 1984
PEREZ et al., 1991
CAVADA et al, 1996
YAMAUCHI et al., 1989
FUJIMURA et al., 1993
GUIMARAES, 1998
SILVEIRA, 1999

ROCHA, 1998

OLIVEIRA et al., 1991
MOREIRA ef al., 1983
CAVADA et al., 1996
VASCONCELOS et al., 1991
CAVADA etal., 1996
MOREIRA ef al., 1996
MOREIRA et al., 1997
PEREZ et al., 1991

PEREZ et al, 1996
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marcantes encontradas entre estas proteinas quanto a varias atividades bioldgicas,
como poténcia de hemaglutinagdo, mitogenicidade, inducio da sintese de
interferon (in vivo e in vitro), indu¢do da liberagdo de histamina, efeito
edematogénico, etc. O entendimento e a elucidagdo destas diferencas
necessariamente passam pelo estabelecimento da estrutura tridimensional destas

proteinas.

1.6. CARACTERISTICAS QUIMICAS, FiSICO-QUIMICAS E BIOQUIMICAS DAS
LECTINAS DE DIOCLEINAE

1.6.1. PROPRIEDADES GERAIS

As lectinas da subtribo Diocleinae estudadas até o momento, via de
regra, apresentam especificidade por residuos de glicose/manose, sdo oriundas de
varias espécies dos géneros Canavalia, Dioclea e Cratylia e apresentamr 0 mesmo
padrio, quando analisadas por eletroforese em gel de poliacrilamida em condigdes
desnaturantes. Este padréo, € caracterizado por trés grupos de bandas protéicas,
com massas moleculares aparentes proximas de 29-30 kDa (cadeia a), 16-18 kDa

(fragmento B) e 12-13 kDa (fragmento 7). A interrelag@o entre os polipeptideos

que compdem a subunidade das lectinas Diocleinae foi inicialmente estabelecida
para a ConA, a lectina de Canavalia ensiformis (ABE et al., 1971). Através do
sequenciamento N-terminal da cadeia o e dos fragmentos B e y isolados desta
lectina, demonstrou-se que tais fragmentos correspondem as metades N- e C-

terminais da cadeia intacta o. Posteriormente, a mesma relagdo foi demonstrada
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para uma lectina isolada de uma espécie do género Dioclea, a Dioclea
grandiflora, através da determinac@o da sequéncia completa de aminoacidos dos
fragmentos isolados e da cadeia o (RICHARDSON et al, 1984; AINOUZ et
al.,1984). Mais recentemente, para uma espécie de Cratylia (Cratylia floribunda),
os polipeptideos que constituem a lectina madura foram fracionados por PAGE-
SDS, eletrotransferidos para membrana de PVDF e suas sequéncias N-terminais
determinadas por degradacdo de Edman automatizada (GRANGEIRO er al,
1997). A comparag¢do das sequéncias entre si e com as estruturas primarias de
outras lectinas de Diocleinae, também revelaram que os fragmentos 3 e v da
lectina de Cratylia floribunda constituem as porgdes N- e C-terminais da cadeia
o. A TABELA 2 apresenta um sumadrio das caracteristicas quimicas e fisico-

quimicas de vérias lectinas de Diocleinae.

O estudo detalhado da biossintese da ConA durante o
desenvolvimento das sementes em plantas de Canavalia ensiformis revelou o
mecanismo pelo qual tais fragmentos sio originédos, K considerando-se a
proximidade filogenética entre as Diocleinae, o modelo pode ser empregado para
as demais lectinas desse taxon, cujo padrdo eletroforético € similar aquele da

ConA.

De uma maneira geral, sabe-se que as lectinas de Leguminosas sdo
sintetizadas na forma de pré-pro-proteinas no reticulo endoplasmatico. A pré-pro-
lectina possui na sua extremidade N-terminal um peptideo: denominado de

peptideo sinal, com 20 a 30 residuos de aminoéacidos, que € removido co-



TABELA 2 - PROPRIEDADES QUIMICAS E FisicO-QUIMICAS DE ALGUMAS LECTINAS DA SUB-TRIBO DIOCLEINAE

Lectina  Isolamento Especificidade  Especificidade por Mr (kDa)" PI Dependéncia por metais  Estrutura primiria
Por aglicar Eritrdcitos”
Con A Sephadex i Glc/Man C>H 25/50/100 >8 Sim Sim
ConBr  Sephadex Glc/Man C>H 25/50/100 >8 Sim Sim
Con M Sephadex Glc/Man C>H 25/50/100 Nd © Sim Sim
Con G Sephadex Glc/Man C>H 25/50/100  Nd Sim Sim
CABQO  Sephadex Glc/Man C>H 25/50/100 Nd Sim Nio
DGL Sephadex Glc/Man C>H 25/50/100 >8 Sim Sim
DVL Sephadex Glc/Man C>H 25/50/100 Nd Sim Néo
DRL Sephadex Glc/Man C>H 25/50/100 Nd Sim Néo
Dvir Sephadex Glc/Man C>H 25/50/100  Nd Sim Nio
Dgui Sephadex Glc/Man C>H 25/50/100 Nd Sim Sim
CFL Sephadex Gle/Man C>H 25/50/100 Nd Sim Nio
CYBRL-I'  Agarose- Glc/Man C>H Nd Nd Nd Nd
manose

* C: eritrocitos de coelho; H: eritrdcitos humanos
" Valores de Mr para as estruturas de mondémeros, dimeros e tetrimeros, respectivamente
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traducionalmente durante o transporte da pré-pro-lectina para o lamen do reticulo
endoplasmatico, originando a pro-lectina. A pro-fectina, também chamada de
precursor, pode entdo sofrer uma série de modificagdes pos-traducionais, como
glicosilag¢d@o e clivagens proteoliticas, originando a lectina madura (SHARON &
LIS, 1990). A ConA ¢ sintetizada na forma de uma pré-pré-proteina com 290
residuos de aminoéacidos e a comparagdo entre as sequéncias de aminoacidos da
pré-pro-ConA, deduzida a partir da sequéncia de nucleotideos do cDNA
(CARRINGTON et al., 1985) com a sequéncia de aminoacidos obtida da proteina
madura revelou inicialmente que as duas metades da ConA madura, ou seja, o
fragmento B que corresponde a metade N-terminal (residuos 1-118) e o fragmento
y que corresponde a metade C-terminal (residuos 119-237), estdo dispostos na pré-
pr6-ConA numa ordem inversa a encontrada na cadeia o, sendo separados por um
peptideo central de 15 aminoécidos e flanqueados pelo peptideo sinal de 30
residuos na extremidade N-terminal e por uma extensdo C-terminal de 9

aminoacidos.

Experimentos de marcaciio radioativa e de sequenciamento de
aminoacidos das formas intermediarias detectadas em sementes em
desenvolvimento de C. emsiformis permitiram desvendar o mecanismo do
processamento proteolitico pos-traducional da forma precursora, na qual as
metades N- e C-terminais estio muma ordem inversa, € consequentemente,
explicar a existéncia de algumas dessas metades livres na semente madura. Assim,

durante o transito da cadeia polipeptidica nascente para o limem do reticulo
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endoplasmatico, o peptideo sinal de 30 residuos de aminoacidos € removido. A
cadeia polipeptidica resultante, denominada de precursor (34 kDa) é entdo
glicosilada co-traducionalmente pela ligagdo covalente de um oligossacarideo rico
em manose ao residuo ASN 153 localizado na porgio mediana da pré-ConA
(CHRISPEELS ef al., 1986; HERMAN ef al., 1985). Durante o transporte para os
corpos protéicos, via complexo de Golgi, o glicopeptideo central € removido € os
polipetideos resultantes (metades N- e C-terminais da proteina madura) sofrem
uma transposi¢do e sdo religados, originando a lectina madura n3o glicosilada
com 30 kDa. A nova ligac@o peptidica formada envolve os residuos 118 e 119 da
ConA madura. Entretanto, a formagéo da nova ligacdo peptidica ndo ocorre com
uma eficiéncia completa, e como conseqiiéncia, algumas metades ndo s@o
religadas. Assim, os fragmentos B e y observados na lectina madura por PAGE-
SDS s3o na realidade as metades N- e C-terminais que ndo foram religadas
durante o processamento da forma precursora. Apesar de ndo estarem ligados
covalentemente, os dois fragmentos sdo mantidos juntos por ligacSes ndo
covalentes e formam um protémero cuja estrutura tridimensional € essencialmente
a mesma da subunidade formada pela cadeia polipeptidica integra, sem
descontinuidade na sua estrutura primaria (BECKER et al., 1975). A FIGURA 2,
representa a sequéncia de eventos que constituem o processamento da ConA para

formar a lectina isolada de sementes maduras.

A determinacdo da sequéncia de aminoacidos dos precursores das
lectinas de Canavalia gladiata (YAMAUCHI et al, 1989) e C. brasiliensis

(GRANGEIRO et al., 1997), por dedugdo a partir da sequéncia de nucleotideos
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119 237 1 118
s 1 p ¢

118 119 4 237

FIGURA 2 - ESQUEMA DO PROCESSAMENTO DA CONA PROPOSTO PARA AS DEMAIS
LECTINAS DE DIOCLEINAE COM CARACTERISTICAS SIMILARES (VAN DAMME & PEUMANS.
1996).
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dos respectivos cDNAs e sua comparagdo com as sequéncias de aminoacidos das
leetinas maduras, também revela que as metades N- e C-terminais estfo ligadas
numa ordem inversa no precursor, sugerindo que 0 mesmo processamento-pos-

traducional da ConA também ocorre nessas espécies.

1.6.2. AGLUTINACAO DE CELULAS ERITROCITARIAS

As lectinas de Diocleinae aglutinam fortemente hemadcias nativas de
coelho, e o tratamento dessas hemacias com enzimas proteoliticas tais como
tripsina, papaina e bromelaina, resultam num aumento do titulo de
hemaglutinagdo. A capacidade de aglutinar células (ndo somente células
eritrocitarias) advém da capacidade da lectina reconhecer, na superficie celular,
estruturas glicanas que podem ocupar o referido sitio de interagdo a carboidratos
destas proteinas. Usualmente, uma molécula lectinica possui apenas um sitio de
interac@o a carboidratos por unidade estrutural, entretanto, igualmente comum € a
presenca de associagGes diméricas, tetraméricas ou oligoméricas 0 que promove,
desta forma, a presenca de mais de um sitio ativo por molécula. Esta propriedade
¢ que torna possivel a lectina interagir com duas superficies celulares distintas,

aproximando as células e induzindo o fendmeno de aglutinacao.

Por muito tempo esta propriedade foi considerada essencial para
classificar uma lectina e o poder de aglutinar células foi inclusive descrito
na definicdo destas proteinas (KOUCOREK & HOREJSI, 1983). Atualmente,

esta defini¢do tem sido abandonada progressivamente desde que o numero de
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trabalhos descrevendo o isolamento de novas lectinas que n3o aglutinam células
cresce constantemente. Embora durante décadas a propriedade de aglutinar células
tenha sido relevante no estudo de lectinas, a comunidade cientifica concorda que
esta propriedade foi superestimada e ndo deve, no atual momento do estudo com

lectinas, ser fortemente considerada.

1.6.3. A ESPECIFICIDADE POR CARBOIDRATOS

A determinacdo da especificidade por carboidratos das lectinas €
comumente realizada através de um ensaio de inibigdo por haptenos. Nestes
experimentos, diferentes monossacarideos, oligossacarideos e/ou glicopeptideos
s#o avaliados com relacdo a sua habilidade em inibir a atividade hemaglutinante
ou a precipitag@o de polissacarideos (ou glicoconjugados) pela lectina (DEBRAY,
ef al, 1981). A ligacdo das lectinas a carboidratos pode ser também examinada
por métodos fisico-quimicos, como microcalorimetria, equilibrio de dialise,
espectrofotometria, fluorimetria e ressondncia nuclear magnética. Por estes
métodos, a constante de associagdo e outros parametros termodindmicos e
cinéticos da reagdo podem ser medidos. As constantes de associagdo entre lectinas
e monossacarideos variam de 10’ a5 x 10* M, enquanto que entre lectinas e
oligossacarideos estdo na faixa de 10* a 10’ M' (DEBRAY, ef al, 1981). A
reacdo entre lectinas e carboidratos € essencialmente exergbnica e o valor de -
6,18 kcal/mol foi determinado para a variag@o de energia livre padrdo da reag@o

de associagdo entre ConA e o 4-metilumbeliferil alfa-D-manopiranosideo.
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MAKELA (1957) agrupou os monossacarideos inibidores das lectinas
em 4 grupos, usando como critério a configuragdo estereoquimica relativa dos
carbonos 3 e 4 do anel piranosidico ou furanosidico: L-fucose (Grupo I),
Galactose/N-acetil-galactosamina (Grupo II), Glicose/manose (Grupo I) e
Idose/gulose/L-glicose/L-xilose (Grupo IV). N&o existem relatos de lectinas que
interagem com agucares do Grupo IV de Mikela (GOLDSTEIN & PORETZ,
1986). Posteriormente, N-acetil-glicosamina e acido N-acetil-neuraminico (4cido
stalicoy foram reconhecidos como dois novos grupos, complementando a

classificacdo de Makela (MOREIRA et al., 1991).

As sementes de espécies do tdxon Diocleinae possuem grandes
quantidades de lectinas que interagem especificamente com D-glicose, D-manose
e estruturas derivadas. Esta interacdo especifica com glicose/manose ¢ explorada
na purificacio dessas proteinas através de cromatografia de afinidade numa matriz
inerte que contenha tais residuos de carboidratos. Assim, a maioria das lectinas de
Diocleinae tem sido purificadas usando-se como matriz de afinidade o Sephadex,
um polimero de D-glicose (MOREIRA & CAVADA, 1984; OLIVEIRA et dl,
1991; VASCONCELOS et al., 1991, CAVADA et al., 1996a; CAVADA et al.,
1996b; CAVADA et al, 1996¢). Entretanto, outras matrizes também tem sido
utilizadas. Por exemplo, a lectina de sementes de Dioclea lehmani foi purificada
por interacdo com Sephacril (PEREZ et al, 1991), enquanto que a lectina de
sementes de Canavalia gladiata foi purificada por cromatografia de afinidade em

coluna de maltamil-Sepharose (KOJIMA et al., 1991).
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Muitas lectinas toleram variagdes no carbono C2 do monossacarideo
ao qual elas se ligam. Por exemplo, as lectinas especificas para manose
usualmente também reagem com glicose e, em menor extensdo, com N-acetil-
glicosamina, como € o caso das lectinas de Diocleinae e algumas lectinas do
Grupo IIT (GOLDSTEIN & PORETZ, 1986; SHARON & LIS, 1990). Variacdes
no carbono 3 sdo também toleradas. Entretanto, a configura¢do do carbono C4 é
crucial para interagdo com as lectinas de Diocleinae, desde que as mesmas ndo
reagem com D-galactose (RAMOS er al, 1996b). Algumas lectinas exibem
especificidade anomérica, reagindo preferencialmente com o andmero alfa ou beta
do respectivo monossacarideo. A ConA, e as lectinas de Griffonia simplicifolia (1-
B4) e Lotus tetragonolobus, exibem uma pronunciada especificidade para os
an6meros alfa de manose (ou glicose), de galactose e de L-fucose,
respectivamente, enquanto que muitas lectinas soluveis de tecidos animais sdo
especificas por beta-galactosideos. Por outro lado, as lectinas de Glycine max e de
Ricinus communis sdo completamente destituidas de especificidade anomérica

(SHARON & LIS, 1989).

Muitas lectinas possuem uma maior afinidade por oligossacarideos,
reagindo frequentemente com o monossacarideo da extremidade ndo-redutora,
apesar de algumas lectinas também reconhecerem monossacarideos que ocupam

posicdes internas (SHARON & LIS, 1989).
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1.6.4. ESTUDOS ESTRUTURAIS

O estabelecimento da estrutura das lectinas vegetais, ndo apenas de
representantes de Diocleinae, explodiu nos ultimos cinco anos. O numero
crescente de estruturas estudadas por difragdo de raios-x ou modelamento
molecular tem sido incentivado por as proteinas apresentarem peculiaridades
estruturais que n#o refletem a homologia das proteinas. No caso das lectinas da
sub-tribo Diocleinae o estudo da estrutura é ainda mais complexo devido a

presenca dos fragmentos (B e ).

Foi investigada-a hipotese que as estruturas quaternarias das lectinas
de Diocleinae, compostas de subunidades nativas (o) e fragmentadas (f e v),
poderia explicar, pelo menos em parte, as discrepancias observadas para a
poténcia de interacdo com receptores. Embora o procedimento utilizado para a
purificagdo da subunidade o das lectinas ndo tenha sido completamente eficaz, a
maioria das lectinas (ConM, DGL, DVL e CFL) tratadas com acetato de sodio pH
2,3, seguido de dialise contra bicarbonato de amdnio pH 7,9 como descrito por
SENEAR & TELLER (1981), mostram uma melhor reatividade com as
glicoproteinas testadas, quando comparadas com as lectinas nativas ndo tratadas.
Surpreendentemente, a lectina ConBr € a unica que apresenta uma nienor
reatividade, enquanto que a ConA, cuja subunidade a foi totalmente isolada, ndo
apresenta nenhuma alteragdo em seus resultados. Estas diferengas observadas

podem resultar da precipitagdo parcial das subunidades fragmentadas (B € 7), o
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que poderia modificar suas estruturas quaternarias, € por extensio, suas afinidades

por glicoproteinas (ou mesmo por seus receptores de natureza de glicoconjugado).

Embora ndo seja possivel quantificar o percentual de subunidade o
fragmentada presente em cada lectina, a anilise destas proteinas por
eletrofocaliza¢do, mostra que cada lectina apresenta, naturalmente, uma mistura
complexa de isoformas. Estes padrdes se devem, provavelmente, as multiplas
associagdes entre as subunidades o, B e v, fazendo assim com que cada lectina
apresente um padrdo de associagdes distinto dos demais. Foi mostrado, por
exemplo, que a lectina de sementes de Canavalia brasiliensis apresenta multiplas
associagdes estruturais (SANS-APARICIO et al, 1997), o que concorda
totalmente com estes resultados. A presenca de varias isoformas foi também
evidenciada quando as lectinas DGL e CFL foram cromatofocalizadas em coluna

PBE-94, onde uma complexidade de picos sdo obtidos no gradiente de pH

analisado.

1.6.5. RELACOES EVOLUCIONARIAS ENTRE LECTINAS DE DIOCLEINA\E E
OUTRAS LECTINAS ;

O uso de informacgdes estruturais de lectinas para propositos
filogenéticos € largamente sugerido (BARRE et al., 1994, ROUGE & CAVADA,
1984; MOREIRA ef al, 1995). Embora informagGes derivadas de estudos com
lectinas sejam cada vez mais disponiveis (TABELA 3) e possam suportar a
classificagdo botanica  classica, ndo € possivel, no momento, estender

informagGes estruturais de lectinas para estudar as relagdes filogenéticas de todos
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TABELA 3 - EXEMPLOS DE LECTINAS DE SEMENTES DE ESPECIES DA SUB-FAMILIA
PAPILIONODEAE (LEGUMINOSAE) JA SEQUENCIADAS.

Tribo Sub-tribo Eap e i 'c/lectina Referéncia
seqiienciada
Bowringia mildbraedi CHAWLA et al., 1993
T Maackia amurensis YAMAMOTO et al., 1994
Cladrastis lutea VAN DAMME et al., 1995
Sophora japonica VAN DAMME et al., 1997
Abreae Abrus precatorius ROY et al, 1976
Robineae Robinia pseudoacacia VAN DAMME et al., 1995
Dalbergieae Vatairea macrocarpa AR SR R R
1998.
Erythrinae Erythrina corallodendron ADAR et al., 1989
Diocleinae Canavalia brasiliensis GRANGEIRO et al., 1996
Dioclea grandiflora RICHARDSON et al., 1984b
Cratylia floribunda CAVADA et al, 1999
Phaseoleae Glicininae Glycine max VODKIN et al., 1983
R Pseudocarpus PURI & SUROLIA, 1994
Tetragonolobus
Dolichos biflorus SCHNELL et al., 1987
Phaseolus vulgaris HOFFMAN & DONALDSON. 1985
Aeschynomeneae Stylosanthinae Arachis hypogea RODRIGUES-ARANGO er al., 1992
Hedysareae Onobrychis viciifolia KOUCHALAKOS et al., 1984
Loteae Lotus tetragonolobus KONAMI et al., 1990
Vicia faba HOPP et al., 1982
Lathyrus ochrus RICHARDSON er al., 1984
Vicieae Lens culinares FORIERS er al., 1981
Pisum sativum HIGGINS et al., 1983
Pisum arvense MOREIRA-SILVA. 1997
Trifolieae Medicago truncatula BAUCHROWITZ er al., 1992
Laburnum alpinum KONAMI et al., 1991
Genisteae Cytisus scoparius KONAMI et al., 1992

Ulex europaeus

KONAMI et al., 1991°
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os taxa de plantas contendo lectinas. Como um exemplo, as plantas da sub-tribo
Diocleinae pertencem a tribo Phaseoleae. Assim, deveria esperar-se que a lectina
isolada de Phaseolus vulgaris (PHA) apresentasse fortes semelhangas com
aquelas de Diocleinae. Entretanto, PHA ndo exibe consideraveis semelhancas
com as lectinas de Diocleinae. A PHA € composta de uma complexa mistura de
isoformas de duas cadeias polipeptidicas distintas que formam uma familia de
proteinas exibindo diferentes atividade biologicas entre elas mesmas (RAMOS,
1997a). A PHA mostra baixa homologia de sequéncia quando comparada com
lectinas de Diocleinae e Vicieae e ndo interage com glicose ou manose. Aparte a
classificagdo botdnica, as lectinas de espécies de Diocleinae e Vicieae sdo
proteinas estreitamente relacionadas, que poderiam eventualmente desempenhar

papeis biologicos similares, como sugere a comparagdo estrutural das mesmas.

Estes resultados mostram que existe um consideravel nimero de
caracteristicas relacionadas a biossintese, processamento e estrutura de lectinas
que podem ser entendidos e transformados em caracteres filogenéticos
individuais. Conclusdes mais definitivas, entretanto, ainda dependem de uma
cuidadosa comparagdo de um numero adicional de taxa dentro e fora das
Leguminosas. Na realidade, o estudo da evolugdo das lectinas dentro da filogenia
das angiospermas deveria ser particularmente util para levar a um melhor
entendimento das lectinas dentro de grupos como as leguminosas. Assim, a
variacdo encontrada dentro de cada grupo deveria ser mais propriamente

interpretada em termos de transformagdes de série (isto €: pleiomorfias e
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apomorfias). Se os resultados deste tipo de estudo tornarem-se disponiveis, as
informagdes obtidas utilizando-se dados de lectinas, mais do que mostrar apenas
relagdes de similaridades rudes, poderdo gerar diretamente dados filogenéticos aos
quais poderdo ser adicionadas informacgdes de outras fontes para gerar
cladogramas e conclusGes sobre a evolugdo de diferentes grupos. Um melhor
entendimento das relagdes entre as lectinas de Diocleinae, Vicieae, Phaseolinae,
Erythrininae e outros grupos de leguminosas, destg forma, seria possivel, mesmo
que ainda depende de uma compreensdo mais completa das diferencas sobre uma

abordagem filogenética.



2 - OBJETIVOS

Isolar e purificar uma lectina de sementes de Canavalia aff. boliviana;
Caracterizar quimica, fisico-quimica e biologicamente a lectina purificada;

Estabelecer a seqiiéncia primaria dessa lectina de Canavalia aff. boliviana
e compara-la com as seqiiéncias de outras lectinas da subtribo Diocleinae

ja determinadas;

Clonar o gene que codifica essa lectina de sementes de Canavalia aff.

boliviana.
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3- MATERIAIS E METODOS

1. PREPARACAO DE FARINHA

Sementes quiescentes de Canavalia aff. boliviana, oriundas da
Amazdnia, foram destegumentadas e trituradas em moinho elétrico do tipo Wiley,
acoplado com peneira de 60 mesh e o material obtido foi repassado em moinho de
café (krups tipo 200) para se obter farinha fina, a qual foi estocada em frascos

hermeticamente fechados e mantidos em camara fria (12°C).

3.2.  EXTRACAO DE PROTEINAS A DIFERENTES VALORES DE PH

A farinha das sementes foi submetida a extragdes protéicas (1:10,
m/v) com diferentes solu¢des tampdes (tampdo Glicina-HCI 0,1 M, pH 2.6;
tamp@o Tris-HC1 0,1 M, pH 7,6 e tampdo Glicina-NaOH 0,1 M, pH 9,0) por 12
horas sob agitacdo constante & temperatura ambiente. Sendo entdo centrifugadas
a 10.870 x g durante 30 minutos a 4°C. Os sobrenadantés foram filtrados em papel
de filtro qualitativo e os extratos (extratos totais) obtidos utilizados em ensaios de

hemaglutinagdo e de dosagem de proteinas soluveis.

3.3, DOSAGEM DE PROTEINAS SOLUVEIS

As determinagbes de proteinas nos diferentes extratos foram
realizadas segundo o método de BRADFORD (1976). A cada 100 pl de diferentes

dilui¢cdes do extrato foram adicionados 2,5 ml do reagente de Bradford. Apés 10
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minutos de repouso  foi determinada a absorbancia a 595 nm, em
espectrofotdmetro Pharmacia LKB - Novaspec II. A concentragdo de proteinas foi

estimada a partir de uma curva padrdo usando-se Albumina Sérica Bovina (BSA).

3.4 DETERMINACAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE

Para a determinagdo da atividade hemaglutinante nos diferentes
extratos protéicos, foi utilizado o método descrito por MOREIRA & PERRONE
(1977). As amostras foram submetidas a diluigdes duplas seriadas (1:2, 1:4, 1:8,
_..) em tampdo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,6 contendo Ca~ e Mn"™ a-5,0mM ; e a cada
200 pl de cada diluigfo, foi adicionado igual volume de uma suspensio, de
hemacias ( de coelhos albinos adultos, mantidos no biotério do Departamento de
Bioquimica e Biologia Molecular da UFC e heméciasuhumanas tipos A, B¢ O,
adquiridas no Hemoce, a 2 % em NaCl 0,15 M. Os tubos foram incubados a 37°C
por 30 minutos e deixados em repouso a temperatura ambiente por mais 30
minutos, apds o que foram centrifugados a 1000 x g por 30 segundos em
centrifuga de bancada Excelsa Baby I modelo 206. Foi feita uma primeira leitura e
apos 12 horas, a temperatura ambiente, uma nova leitura foi realizada. Os titulos
de hemaglutina¢io foram determinados como sendo o inverso da maior diluigéo
ainda capaz de apresentar aglutinacgo visivel a olho nu. Hemécias humanas e de
coelho foram utilizadas no estado normal e tratadas com enzimas proteoliticas
(Bromelaina, Papaina, e Tripsina). Todas as amostras de sangue foram coletadas
em recipientes contendo heparina, lavadas cinco vezes com NaCl 0,15 M,

centrifugadas (3.000 x g) e determinado o numero de células vermelhas em
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relagdo ao volume total (hematdcrito), de acordo com a metodologia descrita por
KABATT & MAYER (1967). No caso de tratamento enzimatico, as hemacias
foram suspensas em solugdo de NaCl 0,15 M contendo cada enzima proteolitica
(6, mg de enzima para cada 10 ml de hemacias a 2%). As suspensdes foram
incubadas a 20 ° C por 1 hora com agitagdes ocasionais e, a seguir, lavadas sete
vezes com solucdo de NaCl 0,15 M gelada. Apos centrifugacdo (3.000 x g), as

células foram suspensas em NaCl 0,15 M para uma concentracio final de 2 %."

L i A ENSATO DE INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE DA LECTINA DE

SEMENTE DE CANAVALIA AFF. BOLIVIANA. POR ACUCARES

Foram preparadas solucdes 1,0 M (em NaCl 0,15 M) dos agtcares a-
metil, xilose, glicose, manose, GlicNac., lactose e galactose, que foram diluidas
em séries (¥2) em NaCl 0,15 M, contendo CaCl; 5,0 mM e MnCl, 5,0 mM.
Inicialmente foram adicionados, a cada tubo, 200 pl da salina. Igual volume de
solucio inicial (1,0 M) de agucares foi adicionado ao primeiro tubo de cada série
de diluigdo. Apoés as diluigdes, foram adicionados, a cada tubo, 200 ul de uma
solu¢dio do extrato total com concentragdo equivalente ao ultimo titulo de
hemaglutinagdo. Os tubos foram incubados a 37°C por 30 minutos e depois
deixados em repouso por mais 30 minutos. Apos este periodo, foram adicionados
400 pl das suspensdes de hemacias (a 2%) de coelho e humanas. Foi feita uma
nova incubac¢do, em igual temperatura e periodo. Ap6s 30 minutos de repouso a
temperatura ambiente, os tubos foram centrifugados a 2.000 x g, por 30 segundos,

e os titulos de hemaglutinagido determinados como descrito no item 3.4.
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3.0, PREPARACAO DE IGG DE COELHO CONTRA LECTINA DE CANAVALIA
AFF. BOLIVIANA

O antissoro contra lectina de Canavalia aff boliviana utilizado nos
experimentos imunoquimicos foi obtido conforme protocolo descrito ~por

CAVADA (1980) e MOREIRA & CAVADA (1984).

Um coelho albino adulto foi sensibilizado com a lectina de Canavalia
aff. boliviana. Inicialmente foram injetados por via intramuscular 10 mg de
lectina liofilizada dissolvidos em 0,5 ml de NaCl 0,15 M e 0,5 ml de adjuvante

completo de Freund.

A primeira dose de reforgo (1 mg de lectina dissolvido em 1 ml de
NaCl 0,15 M) foi aplicada por via subcutinea apos 7 dias. Decorridos 15 dias
ap0s o primeiro reforgo foi feita a primeira sangria na orelha e um reforco igual ao
anterior, repetindo-se este protocolo em intervalos de 7 dias , até a obtengdo de

quantidade suficiente de antissoro.

O sangue obtido em cada sangria foi incubado a 37°C por uma hora e
o soro obtido centrifugado a 3.000 rpm por 15 minutos. Os soros obtidos foram

mantidos congelados até o isolamento de IgG.
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3.7, ISOLAMENTO DE IGG DE ANTISSORO DE COELHO IMUNIZADO COM
LECTINA DE CANAVALIA AFF. BOLIVIANA

Os soros obtidos nas sangrias (item 3.6) foram reunidos e precipitados
com sulfato de aménio a 33% de saturagdo. ApOs repouso de 24 horas sob
refrigeragdo, foram centrifugados a 15.000 x g por 20 minutos a 4°C. O
precipitado obtido foi ressuspenso em agua e dialisado extensiva e alternadamente
contra acido acético 0,05 M pH 5,0 e agua destilada. Apdés uma ultima dialise
contra tampdo acetato, foi realizada uma centrifugacdo a 15.000 x g por 20
minutos a 4°C. O sobrenadante foi aplicado em coluna de DEAE - Sepharose
equilibrada com tamp@o acetato. O pico ndo retido, eluido com o mesmo tampao
foi coletado, dialisado contra agua, liofilizado e acondicionado em frasco

hermeticamente fechado, para ser utilizado em experimentos de imunoquimica.

3.8. IMUNODIFUSAO

Foi usado o método de imunodifusdo dupfa de Ouchterlony descrito
por CLAUSEN (1969). Uma preparagdo de agarose a 1% (em NaCl 0,15 M)
contendo 0,02% de azida sodica foi fundida e montada em Ildminas de
microscopio sobre superficie nivelada. Apos a solidificagdo, foi feito um orificio
central e orificios radiais equidistantes com auxilio de um furador de 2,5 mm de

didmetro.

No orificio central foram aplicados 5,0 ul de uma solug@o da lectinas

de Canavalia aff. boliviana e de C. brasiliensis (1 mg/ml) em NaCl 0,15 M, e nos
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orificios radiais dilui¢des de uma solugdo 60 mg/ml de anticorpo contra lectina de
Canavalia aff. boliviana. Outras I[dminas foram montadas inversamente, isto €, no
orificio central o anticorpo e nos orificios radiais dilui¢des das lectinas. Apods
incubag@o em camara umida por 48 horas, as ldminas foram lavadas em NaCl
0,15 M contendo azida sddica a 0,02% por 48 horas, com diversas trocas. O NaCl
0,15 M foi eliminado pela imersdo das laminas em agua destilada, trocada varias
vezes durante 24 horas. O gel de agarose foi colocado em estufa a 37°C e corado
com Coomassie Brilliant Blue R-250 0,005% por alguns minutos. O excesso de
corante fol removido com a mesma solu¢do descorante utilizada para geis de

SDS-PAGE (item 4.2).

e ISOLAMENTO DAS LECTINAS DE SEMENTES DE CANAVALIA AFF.

BOLIVIANA.

O isolamento da lectina de sementes de Canavalia aff boliviana foi
realizado de acordo com procedimento experimental descrito por MOREIRA &

CAVADA (1984).

A farinha fina das sementes de Canavalia aff. boliviana foi submetida
a extragio com solu¢do de Tris-HCI pH 7,6 NaCl 0,15 M contendo CaCl, e MnCl,
5,0 mM (1:10, m/v), por 12 horas a temperatura ambiente sob agitagdo constante.
A mistura foi centrifugada a 16.000 x g por 20 minutos a 4°C, descartado o
residuo, e o sobrenadante, denominado extrato total, aplicado em colunq de

Sephadex G-50 (50 x 3 cm), previamente equilibrada com o mesmo tampédo de
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extracdo. Apos lavagem da coluna com a solug@o de equilibrio, até liberagdo de
todo o material ndo retido (Azgp < 0,05), a lectina foi eluida com solugio de
glicose 0,1 M, dialisada contra acido acético 1,0 M por 1 hora e depois contra
agua destilada por 24 horas com varias trocas, liofilizada e estocada em recipiente

hermeticamente fechado, a temperatura ambiente, para usos posteriores.

3.10. ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE SDS E
2-MERCAPTOETANOL.

Os experimentos de eletroforese em gel de poliacrilamida em presenca
de SDS e 2-mercaptoetanol foram conduzidos de acordo com o protocolo descrito

por LAEMMLI (1970), adaptado para géis montados entre placas de vidro.

Os géis de separagdo e de aplicagdo com concentragdes finais de
poliacrilamida de 15% e 3,5%, respectivamente, foram montados de acordo com o
protocolo descrito no QUADRO 1 (para volumes finais de 10 ¢ 5 ml,

respectivamente).

As proteinas submetidas & SDS-PAGE (2 mg/ml) foram dissolvidas
em tampdo Tris-HCl 0,0625 M pH 6,8 contendo SDS 2% (m/v) e 2-
mercaptoetanol 5% (v/v) (tampao de amostra), e tratadas a 100° C por 10 minutos.
Apés resfriadas, foram acrescidos alguns microlitros de azul de bromofenol 0,1%

(m/v) e de alguns cristais de sacarose.
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QUADRO 1- PROCEDIMENTO PARA PREPARACAO DO GEL DE POLIACRILAMIDA

Reagentes Segz':;io ApGlfclf;io
Acrilamida:bisacrilamida (30:0,8%) 5 ml 625 pl
Tris-HC1 3 M pH 8,8 1,25 ml -
Tris-HCI 0,5 M pH 6,8 - 125 ml
SDS 10% (m/v) 100 pl 50 ul
Persulfato de am‘ﬁnio 1,5% (m/v) 500 pl 250 w
H,O destilada 3,15 ml 2,82 ml
TEMED 5ul 5 ul

Volume final 10 ml 5 ml
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A commida eletroforética foi conduzida a uma voltagem constante de
56V usando-se como tampdo de comrida Tris 0,025 M pH 8,3 contendo glicina

0,192 M e SDS 0,1% (m/v).

Apo6s terminada a corrida, as bandas protéicas foram visualizadas por
coloragdo com Coomassie Brilliant Blue 0,2% (m/v) em metanol 50% (v/v), 4cido
acético 10% (v/v). O gel foi descorado com solu¢do de metanol 50% e acido

acético 10% (v/v).

3.11. DETERMINACAO DA MASSA MOLECULAR POR ESPECTROMETRIA DE
MASSA

Para a determinagdo da massa molecular da lectina (ConBol pura) foi
utilizado o método de MALDI (Matrix-Assisted Laser Desortion Ionization) em
um aparelho Bruker REFLEX™ TOF (tempo de vdo). Schimadzu MALRI-,
usando-se acido a-cano-cindmico saturado como matriz. A amostra (1,0 pl) foi
misturada com igual volume de acido 2,5-diidroxibenzoico numa concentragdo de
10 mg/ml em etanol 10 %, seca a temperatura ambiente e submetida ao espectro

de massa sob uma voltagem de aceleracdo de 20 KV.

3.12. DEGRADACOES PROTEOLITICAS

A lectina de Canavalia aff. boliviana, na concentfagio de 2 mg/ml
dissolvida em bicarbonato de amoénio 100 mM, pH 8,6, foi degradada durante 18

horas com as enzimas Asp-C, Elastase, Glu-C, , Quimiotripsina e Tripsina na
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relacdo enzima/substrato de 1:100 (m/m). Apos a degradagdo, os sobrenadantes

foram secos em Speed-Vac e em seguida os peptideos isolados por HPLC.

3.13. ISOLAMENTO DOS PEPTIDEOS

Os peptideos, obtidos das degradagdes enzimaticas, foram separados
por HPLC de fase reversa utilizando-se uma coluna Lichrospher RP100 (Merk)
4,6 x 250 mm C18 (particulas de Sum). As amostras foram eluidas a um fluxo de
1 ml/min, com gradientes formados por uma mistura de 0,1 % de &cido

trifluoroacético em agua (solugdo A) e acetonitrila (solugdo B).

3.14. ANALISE DE AMINOACIDOS

Os peptideos da lectina de Canavalia aff. boliviana isolados por
HPLC foram submetidos a hidrolise em ampolas seladas a vacuo com HC1 6 N, a
110 ° C, por aproximadamente 15 horas. A composi¢io das amostras foi

determinada em analisador de aminoacidos Pharmacia Alpha Plus.

3.15. SEQUENCIAMENTO DE AMINOACIDOS

A seqiiéncia de aminoacidos dos peptideos obtidos das diferentes
degradagbes enzimaticas e dos fragmentos foi realizada pelo método automatico
de Edman em um aparelho Aplied Biosystem Procise, seguindo as especificagdes
do fabricante. Apds sobreposicdo dos peptideos seqlienciados, obteve-se a

seqiiéncia completa da subunidade intacta o e dos fragmentos f3 e v. A seqiiéncia
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completa da lectina de sementes de Canavalia aff. boliviana foi alinhada com
seqiéncias ja determinadas de outras lectinas de sementes de espécies da sub-tribo
Diocleinae, a fim de se determinar o grau de homologia existente entre estas

lectinas.

3.16. ISOLAMENTO DE DNA

O DNA gendmico foi extraido de folhas jovens de Camavalia aff.
boliviana, utilizando-se o reagente CTAB 2X (Brometo de CetilTrietilAménio) de

acordo com a metodélogia descrita em SAMBROOK et a/ (1989).

Cerca 0,5 g de folhas jovens foram colocados em um gral contendo
nitrogénio liquido e macerados com auxilio de um pistilo. Apds evaporagdo do
nitrogénio, o p6 obtido foi transferido para um tubo Falcon contendo 6,0 ml do
reagente CTAB 2X em NaCl 1,4 M (contendo 2-mercaptoetanol 2% v/v),
previamente aquecido a 60° C. A mistura foi homogeneizada por inversdo e
incubada durante 1,0 h. Apés esse periodo, foi adicionado 1,0 volume de
cloroformio : alcool isoamil (25:1 v/v). Apos inversdo (10 a 20 vezes), as duas
fases (aquosa e organica) foram separadas por centrifugacdo a 3.500 rpm durante

15 minutos a temperatura ambiente (centrifuga-Beckman GS-6R).

O DNA presente na fase aquosa (superior) foi transferido para um
tubo limpo e precipitado pela adigdo de 2/3 do volume com isopropanol 100%. O
precipitado foi coletado por centrifugacdo (3.500 rpm, 5 min.), lavado com etanol

a 70 % e ressuspenso em tampdo TE pH 8,0.
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A quantificagio do DNA foi realizada pela medida de Azsp em um
espectrofotdmetro- Incibras MF 00 UV/VIS. Uma solu¢gdo de DNA, numa
concentracdo de 50ug/ml possui uma Azg de 1,0. A integridade do DNA foi

avaliada por eletroforese em gel de agarose a 1%.

3.17. ELETROFORESE DE DNA EM GEL DE AGAROSE A PH NEUTRO

As eletroforeses de DNA em gel de agarose foram realizadas de
acordo com o protocolo descrito em SAMBROOK ez a/ (1989). A agarose foi
misturada ao tampao lTBE 0,5X a1,0% (m/v). A mistura foi levada a uma fonte
de aquecimento até completa fusdo. Quando a temperatura atingiu
.aproximadamente 60° C, foi adicionado brometo de etidio numa concentragdo
final de 0,5ug/ml e, logo ap6és, aplicada numa c:L:lba para solidificagdo a

temperatura ambiente.

Nas amostras submetidas as corridas eletroforéticas foram
adicionados, previamente, 1/5 de seu volume uma soluc@o de azul de bromofenol
0,25% (m/v) em glicerol 30% (v/v) e tamp@o TE (Tris-HCI/EDTA) a pH 8,0. As
eletroforeses foram realizadas com o gel submerso em TBE 0,5 X contendo
brometo de etidio a 0,5ug/ml, a uma voltagem constante de 150 Volts, até o azul
atingir 2/3 do comprimento total do gel. Apds a comrida, as bandas foram
visualizadas com luz UV (302nm) em transiluminador. Marcadores de pesos

moleculares foram utilizados de acordo com tamanho da mostra analisada.
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3.18. AMPLIFICACAO DO GENE DA CANAVALIA AFF. BOLIVIANA POR REACAO

EM CADEIA DA DNA POLIMERASE (PCR)

O fragmento de DNA correspondente ao gene da lectina da Canavalia
aff. boliviana foi amplificado por PCR usando-se como substrato o DNA
gendmico isolado de folhas jovens. Os oligonucletideos utilizados como
“primers” correspondentes as extremidades 5 e 3’ foram construidos de acordo

com a sequéncia primaria da ConBr:

Oligonucleotideo complementar a extremidade 5°(fita senso): CCG

GAA TTC ATG GCC ATC TCA AAG AAATC

Oligonucletideo complementar a extremedade 3’: TGC TCT AGA

TCA AAC CAC GGT AGC AAT

Deste modo, em um tubo estéril foram misturados os componentes

descritos no QUADRO 2.

Apbs a adigdo de todos os componentes, os tubos foram colocados em um
aparelho PTC-100 Programmable Thermal Controller, MJ Research, Inc., p_rogramado

para 35 ciclos de acordo com o esquema representado no QUADRO 3.
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QUADRQ 2 — ProTtOoCOLO DA PCR UTILIZADA NA AMPLIFICACAO DO
FRAGMENTO CORRESPONDENTE AO GENE CONBOL

Tampao de reacio 10 X* 5,0 ul

Mistura de dNTPs 1,25mM cada 10,0 ul

Primer 5’ 1,0 ul

Primer 3’ 1,0 ul

DNA genémico 4 5,0 ul

H20 27,5 ul

Taq DNA polimerase | 0,5 ul (2,5 unidades)
) Volume Final 50,0 pl

*Tris-HC1 100mM pH 9,0, MgCl, 15mM e KC1 500mM.
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QUADRO 3 - ESQUEMA DOS CICLOS DE AMPLIFICACAO DO FRAGMENTO

CORRESPONDENTE AO GENE DA CONBOL

Temperatura (0C) Tempo (min.)
1° Ciclo
Desnaturacio o 59
Anelamento e L
Extencio = H
2° ao 34° Ciclos ' )
Desnaturacio 94 10
4 0
Anelamento 2 %
72 3,0
Extencio % %
35° Ciclo
1,0
Desnaturacio * 2
2.0
Anelamento % 2
72 ' 7,0

Extencio
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Apds o uttimo ciclo, as amostra foram estocadas a 4° €, quande ndo
utilizadas imediatamente. Para a analise do produto da reagdo, foram retiradas
aliquotas de 20 ul que foram submetidas a eletroforese em gel de agarose, como

descrito em 3.13.

3.19. CLONAGEM DO GENE DA LECTINA DE CANAVALIA AFF. BOLIVIANA.

3.19.1. LIGACAO DO PRODUTO DA PCR AO VETOR.

Para se dbter a clonagem, um pedaco do gel contendo o fragmento de
DNA amplificado, como descrito no item anterior, foi cortado utilizando-se um
bisturi estéril e o DNA foi purificado da agarose utilizando-se o kit “Nucleotrap”
(de acordo com as recomendagbes do fabricante) sendo, posteriormente,
recuperado em 50 pl de TE pH 8,0 e estocado a 4° C até ser utilizado. Como vetor
de clonagem foi utilizado o plasmideo pUCI18. As reagbes de ligacbes foram

preparadas com proporgdes vetor x DNA purificado, que variaram de 2,5l a

12,5 yl levando os componentes descritos no QUADRO 4.

Apbs a mistura, as amostras foram incubadas num termociclador ( 15°
C) durante a noite, sendo depois estocada a 4° C até uso posterior. Como controle

foram inchuidos: uma reagio sem produto de PCR e uma outra reag@o sem o vetor.



QUADRO 4 - REACAO DE LIGACAO

Reagentes Volume
Tampao 10X* 2,0 ul
pUC 18 X
Produto da PCR (purificado) b 4
T4 DNA ligase 1,0 ul
H20 | 1,0 ul
Volume Total 20,0 ul

* Tris-HCl 60 mM, pH 7,5, MgCl, 60 mM, NaCl 50 mM, BSA 1,0
mg/ml, 2-mercaptoetanol 70 mM, ATP 1,0 mM, DTT 20 mM e
v espermidina 10 mM.
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3.19.2. PREPARO DE CELULAS COMPETENTES DE ESCHERICHIA COLI

A preparacdo de células competentes de E.coli DH 5o foi realizada

pelo tratamento com célcio como descrito em SAMBROOK ez al. (1989).

Uma col6nia de DH 5a foi inoculada em 5,0 ml de meio liquido LB
(Luria-Bertani), esterilizado por autoclavagem (127°C por 20 minutos a 15
Ib/pol®), sob agitagio constante (180 Tpm) a temperatura ambiente, durante a
noite. No dia seguinte, uma aliquota de 1,5 ml da cultura “overmight” foi
expandida num erlilenmyer contendo 100 ml de meio LB liquido até uma ODsgo
entre 02-03. Apos a leitura, as células foram coletadas por centrifugacdo {3.500
rpm, 15 minutos, a temperatura. ambiente) e ressuspensas em 20 ml de CaCl, 50
mM, gelado. A suspensdo foi incubada no gelo por 30 minutos. Apos esse
periodo, as células foram, novamente, coletadas por centrifugacio nas mesmas
condigbes anteriores, sendo entdo ressuspensas em 2,0 ml de CaCl, 50 mM,

gelado.

3.19.3. TRANSFORMACAO DE CELULAS COMPETENTES DE E. coLl DH5«

Aliquotas de 200 pl das suspensdes de células competentes recém
preparadas foram dispensadas em tubos, aos quais foram adicionados 10 pl de
cada mistura de reagdo de ligagdo, além do controle (10 pl de agua destilada).
Apobs homogeneizagdo, os tubos foram incubados no gelo por 30 minutos e,

imediatamente, transferidos para um banho-maria (regulado a 42° C) durante 3,0
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minutos. Logo apds esse periodo, as amostras foram incubadas no gelo. A seguir,
foram adicionados, em cada tubo, 800 pl de meio LB sem antibidtico. Os tubos
foram incubados em banho-maria regulado a 37° C por 01:30h. Apds a
transformacg@o, foram plaqueados 200 pl de cada cultura em placas de meio LB
agar contendo ampicilina (100 pg/ml) e, previamente, tratada com 50 pl de uma
solugdo estoque de X-Gal 20 mg/ml em N,N-dimetilformamida. As placas foram
deixadas em posi¢do normal durante 20 minutos para que a cultura pudesse se
difundir uniformemente no meio. Em seguida, foram incubadas, em posi¢do
invertida, numa estufa regulada a 37° C por aproximadamente 18h, quando as
colonias atingiram entre 1-2mm de didmetro. Assim, as colGnias que tém o
plasmideo contendo o inserto s@o brancas (recombinantes) enquanto que aquelas

com plasmideo sem o inserto s@o azuis.

3.19.4. SELECAO DE CLONES RECOMBINANTES

Para se testar a validade da transformagd@o, foram escolhidas 10
col6nias brancas (recombinantes) da placa L4 (vetor 2:1 DNA gendmico.) ao
acaso, das quais, foram feitas preparacGes analiticas de plasmideos. Aliquotas
destas solu¢des contendo o vetor-gene ConBol foram submetidas a PCR usando-
se os mesmos “primers” da amplificagdo do gene da ConBol. Da solugdo de
plasmideo que apresentou a banda eletroforética (produto da PCR) mais forte foi
feita a confirmagdo da presenca do inserto (gene ConBol) pela digestdo do DNA
do plasmideo com as enzimas de restrigdo EcoRI e Xbal com subsequente analise

por eletroforese em gel de agarose. Ao final foram selecionados 5 clones cujas
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cepas foram estocadas numa geladeira em meio LB e glicerol. Sequenciamento do

gene da lectina de Canavalia aff. bolivina




4 - RESULTADOS

4.1. LEVANTAMENTO DE ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE EM DIFERENTES
EXTRATOS PROTEICOS DE FARINHA DE SEMENTES DE CANAVALIA AFF.
BOLIVIANA

A TABELA 4 mostra um resumo dos resultados de atividade
hemaglutinante especifica em extratos de farinha de sementes de Canavalia aff.
Boliviana, onde se constata que os extratos, independentemente do pH de
extracdo, aglutinam rpelhor hemacias de coelho e que, entre as hemacias humanas
do sistema ABO, somente aquelas tratadas com bromelaina foram aglutinadas.
Estes resultados, per si, reforcam a possibilidade de que as sementes de Canavalia

aff. boliviana possam possuir mais de uma lectina.

42, INIBICAO DA ATIVIDADE HEMAGLUTINANTE DE EXTRATO DE FARINHA

DE SEMENTES DE CANAVALIA AFF. BOLIVIANA

Baseando-se nos resultados de levantamento da atividade
hemaglutinante apresentados na TABELA 4, realizou-se ensaios de inibigdo da
atividade hemaglutinante (tanto contra hemacias de coelho como contra hemacias
humanas do sistema ABO) do Extrato Protéico a pH 7,6 com o intuito de se
determinar a especificidade por carboidratos da(s) lectina(s) presente(s) na farinha
de sementes de Canavalia aff. boliviana. Os resultados, apresentados na
TABELA 5, indicam claramente que a atividade hemaglutinante contra hemacias

de coelho e a atividade hemaglutinante contra hemacias humanas do tipo O foram

67
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TABELA 4 - ESPECIFICIDADE ERITROCITARIA DE EXTRATOS DE SEMENTES MADURAS DE
CANAVALIA AFF. BOLIVIANA PIPER.

UH/mgP*
Hemacias (2%) Tratamento PH 2,6 PH 7,6 PH 9,0
Normal 692,33 349,49 343 41
Bromelaina 86,74 43.69 42.93
Coelho
Papaina 1.384,65 698,98 686,81
Tripsina 692,33 174,75 171,70
Humanas i
Normal B.A* S.A. SA-
Bromelaina 648,96  1.133,80 1.902,66
Tipo A
Papaina SA . SA S.A.
Tripsina S.A. S.A S.A.
Normal S.A S.A. NA
Bromelaina 33,97 32,63 46,48
Tipo B : y:
Papaina S.A. SA S.A.
Tripsina S.A. S.A. S.A.
Normal S.A S.A. S A’
Bromelaina“ 5.823,23 230594 1.736,97
Tipo O b3
Papaina S.A: - S.A S.A
Tripsina S A S.A S.A

* Atividade hemaglutinante especifica
** S A : nehuma aglutinaco foi observada
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TABELA 5 - ESPECIFICIDADE DA LECTINA DE SEMENTE DE CANAVALIA AFF. BOLIVIANA POR
ACUCARES SIMPLES. CONCENTRACAO MINIMA (MM) REQUERIDA PARA INIBIR UMA UNIDADE DE

HEMAGLUTINACAO)T
Tipo de Hemacia

Acicar

Al B' o' Coelho®
Glicose 15,62 1562 31,25 - 62,50
GlicNac 31,25 3125 31.25 62,25
Manose 3.9 3.9 250 125
Galactose S.Ii S.L 8.1 S.L
Lactose SI S.1. SL 8.1
Xilose s.1 S.1 S.L S.L

! —Hemdcias previamente tratadas com bromelaina
2 - -
“ — Hemadcias nativas
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melhor inibidas por glicose (Gli) e N-acetil-glicosamina (GlicNac), enquanto que
a atividade hemaglutinante contra heméacias humanas do tipo A e B, foram methor
inibidas por manose (Man) e Glicose (Gli).  Estes resultados reafirmam,
definitivamente que as sementes de Canavalia aff boliviana contém pelo menos

duas lectinas com especificidades diferentes por carboidratos.

43. ISOLAMENTO DA LECTINA DE FARINHA DE SEMENTES DE CANAVALIA
AFF. BOLIVIANA POR CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM COLUNA DE
SEPHADEX G-50

O Extrato Protéico a pH 7,6, quando aplicado em uma coluna de
Sephadex G-50, equilibrada e eluida com tampao Tris-HCI 0,1 M contendo NaCl
0,15 M, CaCI2 5 mM e MnCl2 5SmM, apresentou o cromatograma representado na
FIGURA 3, onde se observa dois picos. O Pico I, ndo retido na coluna e eluido
com a solugdo de equilibrio e sem atividade hemaglutinante contra hemacigs
humanas do sistema ABO e ativo contra hemacias de .coelho e Pico II, retido ﬁa
coluna, ativo tanto contra hemacias de coetho como contra hemacias humanas do
sistema ABO e s6 eluido com a solugdo de equilibrio contendo Glicose 0,1 M su
com tampao Glicina-HCI 0,1 m, pH 2,6 , contendo NaCl 0,15 M. Estes resultados
confirmam definitivamente a presenga de mais de uma lectina na farinha de
sementes de Caravalia aff boliviana. O presente trabalho, entretanto, passou a
enfocar, a partir de entdo, somente a lectina que interagiu com a Sephadex G-50,

sendo que a segunda lectina devera ser objeto de outro estudo.
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FIGURA 3 - CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM SEPHADEX G-50 DE CANAVALIA AFF.

BOLIVIANA. PI — PICO NAO RETIDO. PII — PICO RETIDO.
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4.4 PERFIL. ELETROFORETICO  (ELETROFORESE EM GEL DE
POLIACRILAMIDA EM PRESENCA DE SDS E DE 2-MERCAPTOETANOL) DA

LECTINA DE FARINHA DE SEMENTES DE CANAVALIA AFF. BOLIVIANA

O Pico 2, retido em Sephadex G-50, ap6s dialise exaustiva contra
agua e liofilizacdo, e submetido & eletroforese em gel de poliacrilamida em
presenca de SDS e 2-mercaptoetanol, apresentou o perfil eletroforético mostrado
na FIGURA 4, onde se observa a presenca de 3 bandas protéicas: a banda
principal com massa molecular aparente de 29-30 kDa (chamada de subunidade
o); uma Segunda banda protéica com massa molecular aparente de 16-18 kDa
(denominada de subunidade B); e uma terceira banda protéica de massa molecular
aparente de 10-12 kDa (denominada de 7). Este perfil eletroforético ¢
caracteristico das lectinas glicose/manose de outras espécies da sub-tribo
Diocleinae e ja foi observado para outras dectinas do mesmo grupo como as
lectinas ConA, de sementes de Canavalia ensiformis (CARRINGTON, ef al.,
1985), ConBr de sementes de Canavalia brasiliensis (CAVADA, 1980), DGL de
sementes de Dioclea grandiflora (AINOUZ et al., 1987), Dgui de sementes de
Dioclea guianensis (VASCONCELOS et al., 1991), CFL de sementes de Cratylia
Sfloribunda (OLIVEIRA et al, 1991), Dros de sementes de Dioclea rostrata
(CAVADA et al., 1996a), Dvir de sementes de Dioclea virgata (CAVADA et al.,
1996b), CABO de sementes de Canavalia bonariensis (CAVADA et al., 1996).

Na verdade, para varias destas lectinas, as cadeias B e y sdo, de fato, as duas

metades da cadeia o intacta da respectiva lectina, como ja demonstrado por



FIGURA 1 — ELETROFORESE EM GEL DE POLIACRILAMIDA A 12.5% EM CONDICOES
DESNATURANTES DA AMOSTRA DA LECTINA DE CANAVALIA AFF. BOLIVIANA PURIFICADA POR
CROMATOGRAFIA DE AFINIDADE EM COLUNA DE SEPHADEX G-350. POCO 1 — MARCADORES
MOLECULARES. POCO 2 — AMOSTRA DA LECTINA DE CANAVALIA AFF. BOLIVIANA
(CORRESPONDENTE AO PICO IL
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sequenciamento de todas as cadeias das lectinas ConA (CARRINGTON et al.,
1985), DGL (AINOUZ ef al., 1987), CFL (GRANGEIRO et al., 1997), €enBr

(SANZ-APARICIO et al., 1997), Dgui e Dvir (CALVETE ef al., 1998).

45, CARACTERIZACAO DA LECTINA DE FARINHA DE SEMENTES 'DE
CANAVALIA AFF. BOLIVIANA

4.5.1. ANALISE DE AMINOACIDOS

A ané]is§ da composi¢do de aminoéacidos da lectina de Canavalia aff.
boliviana (TABELA 6) revela que a lectina ¢ rica emr aminoacidos hidroxiladas
(SER e THR) e em aminoacidos acidos (GLU e ASP), pobre em aminoécidc;s
sulfurados e destituida de Cisteina. Estes resultados estdo compativeis com

aqueles obtidos para outras lectinas de espécies da sub-tribo Diocleinae.

4.5.2. PESO MOLECULAR POR ESPECTROMETRIA DE MASSA

As massas moleculares dos fragmentos 3 e ¥ e da subunidade intacta
o, determinadas por espectrometria de massa tipo ESI (electrospray'ionizatioql),
foi de 12876 + 2 Da (fragmento ), 12707 = 4 Da (fragmento v) e de 25565 i.4
Da para a subunidade intacta o. Estes resultados estio de acordo com' aqueles
determinados para outras lectinas de espécies da mesma sub-tribo Diocleinae
como ConBr (SANZ-APARICIO et al, 1997), Dgui e Dvir (CALVETE ef al,

1998).
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TABELA 6 - COMPOSICAO DE AMINOACIDOS DA LECTINA DE SEMENTES DE CANAVALIA AFF.

BOLIVIANA (C.SPL) E DE OUFRAS LECTINAS DE ESPECIES DA SUB-TRIBO- DIOCLEINAE.

Lectinas
Amino CspL  Residuos/ ConA ConM DGL DLL CFL
acidos Nmol% mol (a) (b) - c) -~ (d) (e)
ASX 154 36.5 32 7 A 31 * 33 25
(ASP)
GLX 59 14.0 1z 10 Z " 9 13
(GLU)
CYS - - - - - 1 -
SER 11.1 26.3 31 29 38 30 28
GLY 10.0 237 ~ 16 17 B CAF Y 30
HIS 16 38 6 6 4 4 3
THR 8.0 19.0 S i R | 18 22 16
ALA 7.8 185 19 18 18 18 22
PRO 4.8 114 §E. < F ¢ 11 2 = 7
ARG 3.0 7.1 6 6 7 9 8
TYR 3.0 7a "7 ¢4 7 7 16
VAL 8.7 13.5 16 17 16 17 17
MET 0.1 0.2 2 < A R ¢ -
ILE 6.2 14.7 15 10 14 15 13
LEU 7.3 17.3 o SN 18 7 16
PHE 4.7 111 11 10 11 11 8
LYS 53 12.6 v/ ‘9 12 2 * 10
TRP n.d. n.d. 4 - 5 3 "5

n.d : nfo determinado

(-) Nio detectado

(a). Adaptado de CARRINGTON et al.
(b). Adaptado de PEREZ et al.

(c). Adaptado de RICHARDSON et al.
(e). Adaptado de OLIVEIRA et al.-
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4.5.3. ESTUDOS IMUNOQUIMICOS

Os ekperimentos imunoquimicos demonstraram que a lectina de
Canavalia aff. boliviana parece apresentar uma homologia completa com a lectina
glicose-especifica de sementes de Canavalia brasiliensis bem como com a lectina
de sementes de Dioclea uma vez que os arcos de precipitagdo se mostraram

uniformes (FIGURA 5).

4.5.4. SEQUENCIA PRIMARIA DA LECTINA DE FARINHA DE SEMENTES DE

CANAVALIA AFF. BOLIVIANA

A FIGURA 6 representa a sequéncia completa da subunidade intacta
o e dos fragmentos endogenos B e v, juntamente com as seqiiéncias dos diferentes
peptideos utilizados para a obteng@o das mesmas. A cadeia intacta o é composta
de 237 residuos de aminoacidos, enquanto que o fragmento 3 € composto de 118
residuos de aminoécidos e o fragmento v, de 119 residuos de aminoacidos e os
fragmentos correspondem, respectivamente a primeira e a segunda metade da

cadeia intacta, respectivamente.



o
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FIGURA 5 — IMUNODIFUSAO RADIAL DUPLA DE QOUCHTERLONY UTILZANDO-SE IGG DE COELHO
ANTI-LECTINA DE CONBR. NO POCO CENTRAL FORAM APLICADOS 7 pL DE IGG DE COELHO
ANTI-LECTINA DE CONBR (30 MG/ML). NOS POCOS RADIAIS FORAM APLICADOS 7 pL DE
SOLUCOES DE LECTINAS NAS SEGUINTES CONCENTRACOES: POCOS 1 E 3 — LECTINA DE
CANAVALIA AFF. BOLIVIANA (1 MG/ML); POCO 2 — LECTINA DE CANAVALIA BRASILIENSIS (1

MG/ML); POCO 4 — LECTINA DE DIOCLEA GRANDIFLORA (1 MG/ML).
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FIGURA 6 - REPRESENTACAO ESQUEMATICA DA CADEIA ¢ , E DOS FRAGMENTOS 3 E y DA
LECTINA DE CANAVALIA AFF. BOLIVIANA. T: OS PEPTIDEOS FORAM OBTIDOS POR HIDROLISE DA
LECTINA COM TRIPSINA; CH: COM QUIMIOTRIPSINA; Q: coM GLU.C; D: coM Asp.C E E: coM

ELASTASE.
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4.6. HOMOLOGIA DA SEQUENCIA DA LECTINA DE FARINHA DE SEMENTES DE
CANAVALIA AFF. BOLIVIANA COM AS SEQUENCIAS DE OUTRAS LECTINAS
DA SUB-TRIBO DIOCLEINAE

A sequéncia primaria completa da ConBol comparada com as
seqliéncias primarias de espécies do género Canavalia, Dioclea e com a Cratylia

Jfloribunda apresentou um alto grau de homologia e diferengas pontuais, FIGURA

¥

47. CLONAGEM DO GENE DA LECTINA DE FARINHA DE SEMENTES: DE
CANAVALIA AFF. BOLIVIANA

A utilizagdo do reagente CTAB 2X para obtengdo de DNA genémico
a partir de folhas jovens de Canavalia aff. boliviana mostrou-se eficiente. O seu
perfil eletroforético em gel de agarose a 1% apresentou uma -unica ban(?a
(FIGURA 8) com peso molecular em torno de 23 Kb, o que representa uma bc;a

integridade do DNA.

Este DNA genémico foi utilizado como substrato para a ampliﬁcag:’é‘o
do gene da lectina da ConBol por PCR, com descrito no item 3.18. Apos o tltimo
ciclo de amplificagdo, os produtos das reagdes de PCR foram analisados p?r
eletroforese em gel de agarose a 1% onde foi constado um unico fragmento de
DNA com peso molecular em torno de 873 pb (FIGURA 9), pogos 3, 4 ¢ 5.'Dois

controles foram adicionados para se verificar a especificidade da reagdo: um
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FIGURA 7 - ALINHAMENTO DA SEQUENCIA PRIMARIA DA LECTINA DE SEMENTES DE CANAVALIA

AFF. BOLIVIANA COM A LECTINA DE CANAVALIA BRASILIENSIS (CONBR) E "COM O
LECTINAS DE OUTRAS ESPECIES DA SUB-TRIBO DIOCLEINAE. (* - AMINOACIDOS INVARIA

AMINOACIDOS EM VERMELHO — DIFEREM DA CONBR}).

et

-
9




82

23.000 pb

FIGURA 8 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE 1% DE DNA GENOMICO DE CANAVALIA AFF.

BOLIVIANA. POCO 1 — MARCADOR MOLECULAR; POCOS 3, 4. 5 E 6 — DNA GENOMICO.



FIGURA 9 — ELETROFORESE EM GEL DE AGAROSE A 1% DO GENE DA CANAVALIA AFF.
BOLIVIANA APLIFICADO POR PCR. POCOS 1 E 8 — MARCADORES MOLECULARES; POCO 2 ~
CONTROLE NEGATIVO (AGUA ESTERIL); POCOS 3, 4 E 5 — FRAGMENTOS AMPLIFICADOS DE
CONBOL E POCO 7 — CONTROLE POSITIVO (FRAGMENTO DO GENE DA CONBR RECOMBINANTE).
PB— PARES DE BASES.
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controle negativo sem DNA (4gua estéril), pogo 2, que ndo apresentou nenhuma
banda como produto amplificagdo e um controle- pesitivo, pogo 7, tendo como
substrato um plasmideo recombinante contendo o gene da ConBr o qual também
apresentou uma unica banda de DNA com peso molecular semelhante, com cerca

de 870 pb.

O fragmento de DNA gendmico amplificado por PCR foi clonado no
vetor pUC 18 e a presenca do inserto foi confirmada em 5 clones diferentes

selecionados ao acaso (FIGURA 10).

L]
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873 pb

FIGURA 10 — AMPLIFICACAO DO GENE DA CONBOL POR PCR A PARTIR DE PREPARACOES
ANALITICAS DE PLASMIDEOS DE COLONIAS RECOMBINANATES DE ESCHERICHTA coLl DH So-
PUC 18 — CONBOL. POCO 1 — MARCADOR MOLECULAR; POCOS 2, 3, 4, 5 E 6 FRAGMENTOS
AMPLIFICADOS.



5- DISCUSSAO

Canavalia aff. boliviana é uma leguminosa (familia Leguminosae;
sub-familia Papilionoideae; tribo Phaseoleae; sub-tribo Diocleinae) endémica da
Amazdnia, no médio Rio Negro, que tem mostrado todas as caracteristicas de se
constituir em uma nova espécie. O levantamento da presenca de atividade
hemaglutinante em diferentes extratos protéicos da farinha de sementes revelou a
presenca de pelo menos 2 lectinas diferentes. Assim, o presente estudo demonstra
que estas sementes contém uma lectina glicose/manose especifica que pode ser
facilmente ser purificada por cromatografia de afinidade em coluna de Sephadex
G-50 seguindo de perto a metodologia utilizada por CAVADA (1980) para o
isolamento da lectina de sementes de Canavalia brasiliensis. Estas lectinas, que
s@o chamadas de ConA-like, por serem extremamentes homologas a
Concanavalina A, lectina de sementes de Canavalia ensiformis, merecem ser
estudadas por apresentarem atividades e aplicacOes bioldgicas bastantes variadas
daquelas da ConA (BARRAL-NETTO, 1992; BARRAL-NETTO, 1996;
ASSREUY et al;, 1997, ASSREUY et al;, 1999; ALENCAR ef al, 1999;

ANDRADE et al, 1999; BARBOSA et al., 2000).

A lectina de sementes de Camavalia aff. boliviana apresenta um
padrio eletroforético tipico de lectinas de sementes de espécies da sub-tribo
Diocleinae, caracterizado por trés bandas protéicas em eletroforese em gel de

poliacrilamida em presenca de SDS e 2-mercaptoetanol: uma banda principal de
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30 kDa, caracterizando a subunidade intacta o, e duas bandas minoritarias de 16-
18 kDa (fragmento B) e de 10-12 kDa (fragmento y). Este mesmo padrdo
eletroforético ja foi mostrado para as lectinas de sementes de Canavalia
ensiformis (CARRINGTON et al., 1985), Canavalia brasiliensis (CAVADA &
MOREIRA, 1984), Cratylia floribunda (OLIVEIRA et al., 1991), Dioclea
guianensis (VASCONCELOS et al., 1991), Canavalia bonariensis (CAVADA et
al., 1996), Dioclea rostrata (CAVADA et al., 1996), Dioclea virgata (CAVADA
et al., 1996) e Dioclea violacea (MOREIRA ef al., 1996). Como ja mostrado para
a ConA e para as lectinas de sementes de Canavalia brasiliensis (SANS-
APARICIO et al, 1997), Cratylia floribunda (CAVADA et al, 1999) e de
Dioclea guianensis e Dioclea virgata (CALVETE ef al, 1999), os fragmentos 3 €
v constituem, também no caso da lectina de sementes de Canavalia aff. boliviana
as duas metades da subunidade intacta . Estes fragmentos, por sua vez, também

integram moléculas de lectina ativas.

A lectina de sementes de Canavalia aff. éoliviana mostrou ndo ser
glicoproteina, uma vez que ndo foram detectadas porgdes glicidicas
covalentemente ligadas a molécula. Estes resultados estao em conformidade com
aqueles obtidos para as lectinas de Canavalia brasiliensis (CAVADA &
MOREIRA, 1984), Cratylia floribunda (OLIVEIRA et al, 1991), Dioclea
guianensis (VASCONCELOS ef al, 1991), Canavalia bonariensis (CAVADA et
al., 1996), Dioclea rostrata (CAVADA et al., 1996), Dioclea virgata (CAVADA

et al., 1996) e Dioclea violacea (MOREIRA et al., 1996).
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A lectina de sementes de Canavalia aff. boliviana, quando comparada
por imunoquimica com outras lectinas de outras espécies da mesma sub-tribo
Diocleinae (Canavalia, Dioclea, Cratylia), apresentou identidade imnoquimica
total com as mesmas, indicando que estas lectinas glicose/manose desta sub-tribo
apresentam os mesmos epitopos. Tais resultados ja foram também evidenciados
para outras lectinas do mesmo grupo como ConBr (CAVADA, 1980), Dvir
(CAVADA ef al., 1996); CABO (CAVADA et al., 1996) e Dros (CAVADA et

al., 1996).

O peso molecular da subunidade intacta o e dos fragmentos € v
estdo em concordancia com aqueles deduzidos a partir da seqiiéncia primaria da

lectina de sementes de Canavalia aff. boliviana (FIGURA 4).

A sequéncia primaria total da lectina de sementes de Canavalia aff.
boliviana (FIGURA 6 ) indica que esta proteina se diferencia em 3 residuos de
aminoacidos em relag@o a estrutura primaria da ConBr (posi¢do 96: Thr na lectina
de sementes de Canavalia aff. boliviana e Ser na ConBr; posi¢do 150: Arg na
lectina de sementes de Canavalia aff. boliviana e Thr na ConBr; e posicdo 191:
Gly na lectina de sementes de Canavalia aff. boliviana e Ser na ConBr). Na
posi¢do 96, que € um residuo de Thr na lectina de sementes de Canavalia aff.
boliviana ¢ em todas as lectinas de sementes de espécies de Dioclea ja
sequenciadas, nas demais lectinas de sementes de espécies de Camavalia ja
sequenciadas e na lectina de Cratylia floribunda o residuo € Ser. Por outro lado,

na posigdo 150, nas demais lectinas de sementes de espécies de Canavalia ja
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sequenciadas o residuo € Thr e nas lectinas de sementes de espécies de Dioclea o
residuo € Ser, com excecdo da lectina de sementes de Dioclea virgata que, como a
lectina de sementes de Canavalia aff. boliviana, o residuo é Arg. Finalmente, na
posigdo 191, enquanto nas lectinas de sementes de Canavalia sp. aff. C.boliviana,
Canavalia maritima, Dioclea guianensis e Dioclea virgata o residuo € Gly, nas
demais lectinas de sementes de espécies de Canmavalia e de Dioclea ja
sequenciadas e na lectina de Cratylia floribunda, o residuo € Ser. Quando se
compara a seqii€ncia primaria da lectina ConBr com a da ConA, percebe-se que
penas uma diferenca ndo conservativa na posi¢do 58 (Gly na ConBr e Asp na
ConA), faz com que a estabilizagdo da estrutura quaternaria da ConBr seja
estabilizada por menos uma ponte de hidrogénio em relacio a ConA (SANZ-
APARICIO et al., 1997) e isto, provavelmente, explique as diferengas de poténcia
exibidas por estas lectinas em varias atividades biologicas ja estudadas (BENTO
et al, 1993; RODRIGUEZ et al., 1992; BARRAL-NETTO ef al., 1992; GOMES
et al, 1994). Além disto, estudos de ultracentrifugacdo a diferentes valores de pH
(CALVETE ef al,, 1998) de especificidade fina por fessonéncia plasmonica de
superficie (RAMOS ef al., 2000) e de especificade fina por microcalorimetria
(DAM et al., 2000; LEE et al., 2000) tem demonstrado definitivamente que estas
lectinas de sementes de espécies de Diocleinae, a despeito da alta homologia de
sequiéncia primaria que apresentam, s3o diferentes quando se compara suas
especificidades finas em relagdes a agtcares com diferentes complexidades

estruturais.
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E importante salientar que, apesar da seqiiéncia primaria da lectina de
sementes de Canavalia aff. boliviana apresentar uma alta homologia de seqiiéncia
com a estruturas primarias de outras lectinas de espécies da sub-tribo Diocleinae,
0 que ja era esperado, este fato, per si, € extremamente elucidatério, ja que até
hoje persiste a controvérsia de que Canavalia aff. boliviana ser ou ndo uma nova
espécie de Canavalia. De fato, os nossos resultados, invalidam a possibilidade,
levantada por alguns sistematas, de que este material €, na realidade, Canavalia
brasiliensis. Além disto, mesmo a descrigdo botanica apresentada para Canavalia
boliviana ndo se enquadra perfeitamente com a descri¢do botanica do material
coletado na Amazoénia. Portanto, nossos resultados reforgam fortemente a hipotese

de que tal material se constitua de fato em uma nova espécie de género Canavalia.

A clonagem do gene de Canavalia aff. boliviana por PCR a partir do
seu DNA gendmico extraido de folhas jovens teve como produto um fragmento de
comprimento com cerca 873 pb, semelhante aos fragmentos de 870 pb
correspondentes aos cDNAs da ConA (CARRINGTON et al.,1985) e ao da ConG

(YAMAUCHI et al., 1990), indicando auséncia de introns no gene da ConBol.
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6 - RESUMO DOS RESULTADOS

As sementes de Canavalia aff boliviana contém uma lectina glicose/manose
especifica que foi isolada por cromatografia de afinidade em coluna de
Sephadex G-50. Além disto, o levantamento de atividade hemaglutinante
contra hemacias (tratadas e ndo tratadas com enzimas proteoliticas) humanas
e de coelho, demonstrou que, provavelmente, as sementes contenham mais de

uma lectina;

Por imunoquimica, a lectina purificada de sementes de Canavalia aff
boliviana mostrou ser semelhante a outras lectinas glicose/manose purificadas
de outras espécies da sub-tribo Diocleinae, tanto do mesmo género Canavalia

como de outros géneros como Dioclea e Cratylia,

A lectina glicose/manose purificada de sementes de Canavalia aff boliviana
mostrou, por estudos de espectrometria de massa, ser composta de uma
subunidade intacta a (com 25.565 + 4 Da) e de dois fragmentos, 3 (12.876 £
2 Da) e y (12.707 £ 4 Da), a exemplo de outras lectinas glicose/manose ja

estudadas em outras esoécies da mesma sub-tribo;

A seqiiéncia primaria da lectina de sementes de Canavalia aff boliviana
mostrou alta homologia com as sequéncias de outras lectinas de espécies da
mesma sub-tribo ja sequenciadas, apresentado sempre diferencas pontuais em
relagdo as mesmas; por exemplo em relagdo a ConBr a lectina de sementes de

Canavalia aff boliviana se diferencia em 3 residuos;
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5- O fragmento do gene que codifica a lectina de Canavalia aff. boliviana
amplificado por PCR a partir do DNA genémico apresentou 0 mesmo numero
de pares de base daquele que codifica a ConBr obtido por cDNA. Isto sugere

a auséncia de introns nesses genes.

6- Finalmente, os dados de estrutura primaria da lectina de sementes de
Canavalia aff boliviana sdo consistentes e suficientes para descartarmos,
definitivamente, a possibilidade de que este material, nativo da Amazdnia,

classifique-se como Canavalia brasiliensis.



7- CONCLUSAO

O presente trabalho isolou, caracterizou quimica, fisico-quimica,
biologica e estruturalmente e clonou o gene de uma nova lectina glicose/manose
de sementes de Canavalia aff. boliviana. Os resultados indicam
contundentemente que, a despeito da controvérsia existente entre diferentes

sistemas, o material estudado ndo € definitivamente Canavalia brasiliensis.
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