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RESUMO

Lectinas representam um grupo diversificado de proteinas, tanto em termos de tamanho e
estrutura, quanto com relagdo as atividades biologicas que desempenham sobre diferentes
organismos. A maioria das lectinas tem sido isolada de plantas e algumas podem exercer
atividades antifungicas marcantes. Este trabalho apresenta o efeito de cinco lectinas
estruturalmente relacionadas, as quais foram purificadas, respectivamente, das sementes de
Canavalia ensiformis (ConA), C. boliviana (Cbol), C. maritima (ConM), C. brasiliensis
(ConBr) e C. gladiata (ConG), sobre o crescimento in vitro dos fungos fitopatogénicos
Mucor sp., Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e C. lindemuthianum. No sentido de
determinar o efeito das lectinas, os esporos fungicos foram devidamente isolados, tratados
com cada uma das lectinas na concentragdo de 500 pg/mL durante 24 horas e entdo
inoculados para crescimento a 27°C em placas de poliestireno de 96 pogos contendo caldo
batata dextrose. O crescimento dos fungos foi avaliado em diferentes tempos através da
determinagdo da densidade optica a 620 nandmetros. O controle negativo foi feito com NaCl
0,15 M. No sentido de verificar se o efeito das lectinas sobre o crescimento fingico era
meramente proteico, os fungos foram crescidos na presenc¢a de albumina sérica bovina (BSA).
Os resultados mostraram que o crescimento de Mucor sp. foi diminuido quando seus esporos
foram tratados com ConA. Por outro lado, todas as outras lectinas promoveram o aumento de
seu crescimento. Com relacdo as outras espécies, observou-se que o crescimento fungico ¢é

aumentado quando os esporos sdo tratados com as lectinas.

Palavras-chave: Lectinas. Fungos. Fitopatogenos. Esporos. Crescimento.



ABSTRACT

Lectins represent a diversified group of proteins, both in terms of size and structure, as well as
in relation to biological activities that they play on different organisms. Most of lectins have
been isolated from plants and some of them can exert remarkable antifungal activities. This
work shows the effect of five structurally related lectins, which were purified from the seeds
of Canavalia ensiformis (ConA), C. boliviana (Cbol), C. maritima (ConM), C. brasiliensis
(ConBr) and C. gladiata (ConG), respectively, on the in vitro growth of phytopathogenic
fungi Mucor sp., Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae and C. lindemuthianum. In order
to determine the effect of lectins, fungal spores were properly isolated, treated with each
lectin in a concentration of 500 pg/ml for 24 hours and then inoculated to growth at 27°C in
96-well polystyrene plates containing potato dextrose broth. The fungal growth was assessed
at different times by measuring the optical density at 620 nanometers. The negative control
was performed with 0.15 M NaCl. In order to verify if the effect on fungal growth occurred
merely by the presence of protein, the fungi were grown in the presence of bovine serum
albumin (BSA). The results showed that the growth of Mucor sp. is decreased when spores
were treated with ConA. On the other hand, all the other lectins enhanced its growth. With
respect to other species, it was observed that fungal growth is increased when the spores were

treated with lectins.

Keywords: Lectins. Fungi. Phytopathogens. Spores. Growth.
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1 INTRODUCAO E REVISAO DE LITERATURA
1.1 Lectinas

1.1.1 Breve historico

Foi Potapov (1968) quem introduziu o termo lectinologia para referir-se a uma
area de estudos inteiramente voltada & pesquisa sobre uma classe especial de proteinas
denominadas lectinas. A promog¢do do primeiro grande fato na historia da lectinologia foi
realizada por Stillmark, em 1888, durante o percurso de seu doutorado na Universidade de
Dorpat (Estonia), na ocasido do estudo pioneiro sobre a aglutinagdo de eritrocitos por extratos
de sementes de Ricinus communis, trabalho no qual ele observou que os extratos de sementes
quando misturados com sangue aglutinavam os eritrocitos (SHARON; LIS, 2004). A partir de
entdo, surgiu o termo fitohemaglutininas por se pensar, na €poca, que 0s compostos
aglutinadores eram exclusivamente de origem vegetal.

Karl Landsteiner também realizou estudos sobre lectinas, utilizando aglutininas
vegetais como ferramentas para o descobrimento dos grupos sanguineos A, B e O
(LANDSTEINER; RAUBITSCHEK, 1907).

Inicialmente, Boyd e Shapleigh (1954) utilizaram o termo lectina (do latim, legere
capaz de escolher, selecionar) para referir-se ao aspecto seletivo da ligacdo de algumas
proteinas de sementes a eritrocitos humanos. Tal seletividade foi demonstrada quando
verificaram que extratos de sementes de Phaseolus vulgaris aglutinavam eritrocitos de apenas
alguns individuos.

Ap0s a passagem de mais de cem anos a partir de Stillmark, a pesquisa nesta area
focou, principalmente, nas lectinas de vegetais superiores. Muitos trabalhos foram
fundamentais para o esclarecimento de intimeros aspectos ligados a deteccdo, purificagdo,
caracterizagdo, especificidade, mecanismos de a¢do e estrutura dessas proteinas. A partir de
tais estudos, ocorreram grandes avancos que permitiram definir melhor e de forma continua as
lectinas, o que tem justificado as sucessivas adaptagdes ocorridas até o presente para tentar
definir tais moléculas.

A partir de entdo, a ideia de especificidade de ligagdo se tornara clara e foi aliada
a noc¢do do carater ubiquo destas proteinas na natureza, proporcionando o surgimento de uma
nova defini¢do para lectinas. Goldstein e colaboradores em 1980 as definiram como proteinas
de origem nao imune, capazes de reconhecimento especifico e ligacdo reversivel a compostos
contendo carboidratos e de aglutinarem células e glicoconjugados (GOLDSTEIN et al.,

1980). Trés anos mais tarde, Kocourek e Horejsi (1983) propuseram uma nova defini¢do. Tais
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pesquisadores definiram lectinas como proteinas ou glicoproteinas de natureza ndo-imune que
se ligam a carboidratos, sem apresentar atividade enzimatica contra esses agucares € que nao
requerem grupos hidroxilas livres para sua ligacdo.

Peumans e Van Damme (1995) apresentaram uma defini¢do de lectinas ao mesmo
tempo abrangente e com alto teor didatico, a qual tem sido bastante aceita pelos pesquisadores
da area. Tais autores definiram lectinas como sendo proteinas de origem ndo-imune que
possuem pelo menos um sitio de ligagao reversivel a carboidratos.

Esta definicdo adquire credibilidade ao observarmos a subdivisdo deste vasto
grupo de proteinas proposta pelos mesmos autores, que as dividem em quatro classes

principais de lectinas:
* Merolectinas

Inclui lectinas que possuem apenas um sitio de ligagdo a carboidrato e,
consequentemente, ndo sdo capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Como
exemplo, podemos citar a heveina isolada de Hevea brasiliensis (VANPARIIS et al., 1991).
* Hololectinas

Compreende aquelas que tem dois ou mais sitios de ligagdo a um mesmo
carboidrato, sendo capazes de aglutinar células ou precipitar glicoconjugados. Essa classe de
lectinas esté representada pelas hemaglutininas ou fitohemaglutininas, como a ConBr, isolada

das sementes de Canavalia brasiliensis (MOREIRA; CAVADA, 1984).

* Quimerolectinas

Engloba as lectinas que possuem um ou mais sitios de ligacdo a carboidratos,
além de apresentarem atividade catalitica (ou outra atividade bioldgica ndo-carboidrato
ligante) associada a outro dominio molecular, portanto, diferente do sitio de ligacdo a
carboidrato. Como representantes dessa classe, podem ser citadas as RIP’s tipo 2 (SHU et al.,
2009).
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* Superlectinas

Passando da metade da década de 90, mais especificamente no ano de 1998,
Peumans e Van Damme introduziram uma nova classe de lectinas vegetais, as superlectinas,
visto que possuem dois sitios de ligagdo a carboidratos, os quais sdo, estruturalmente,
diferentes e reconhecem acgucares nao relacionados (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).
Como exemplo desse grupo temos a lectina de tulipa TXxLC-1 que possui subunidades com
um sitio especifico para manose e outro para N-acetil-galactosamina, atuando de maneira
totalmente independente (VAN DAMME et al., 1996). A figura 1 mostra uma ilustragdo

esquematica da classificacdo das lectinas proposta por Peumans ¢ Van Damme.

Figura 1 — Ilustragdo esquematica da classifica¢@o das lectinas vegetais segundo Peumans
e Van Damme.

MEROLECTINA HOLOLECTINA QUIMEROLECTINA

: f f _ Dominio
.Emmm'am Carboidrato Carboidrato C.merﬁa.- 3‘@ Catalitico

Dominio Ribosgomo, Carboidrato
ot g :’: Carboidrato

O IOG I g

Carboidrata Carboidrata

SUPERLECTINA

Carboidrato 1

Carboidrato 1 S boidrato 2

Carboidrato

Fonte: Desenho esquematico proposto pelo Prof. Dr. Edson Holanda Teixeira

1.1.2 Estrutura das lectinas

Lectinas representam um grupo estruturalmente heterogéneo de proteinas, de
origem ndo-imune, que compartilham da propriedade de se unir a carboidratos com alta
especificidade (CAVADA et al., 2001).

Estruturalmente, as lectinas se apresentam como um grupo proteico de grande
heterogeneidade, podendo diferir em vdrios aspectos tais como: composi¢ao de aminoacidos,

massa molecular aparente, estrutura e niimero de subunidades, estrutura tercidria, e ainda,
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pelo fato de conterem ou n3o ions metalicos ou cdations bivalentes em sua estrutura
(CAVADA et al., 2001).

A maioria destas proteinas pode ser agrupada em familias diferentes que
apresentam similaridades quanto as suas propriedades estruturais e de sequéncia de
aminodcidos em suas cadeias polipeptidicas. No Reino Vegetal, podemos citar algumas
espécies como as da familia Leguminosae, onde podemos encontrar lectinas com alto grau de
homologia na sequéncia de aminoécidos, estrutura secundaria e conformacao tridimensional,
evidenciando assim, uma linha taxondmica bem definida (CAVADA et al., 1993; SHARON;
LIS, 1995).

A massa molecular aparente da maioria das lectinas descritas até o momento varia
de 3,5 — 4,0 kDa (lectina de Crotalaria striata) (KHANG; JEAN-LUC; HOEBEKE, 1990) a
480 kDa (lectina de rizoma de Aegopodium podagraria (PEUMANS et al., 1985). Outra
caracteristica encontrada ¢ a presenga de carboidratos em sua estrutura, cujo grau de
glicosilagdo varia dentre as espécies (SHARON; LIS, 1989).

As lectinas consistem de subunidades, cujo nimero varia entre um, no caso da
lectina de rizomas de Urtica dioica (PEUMANS; DELEY; BROEKAERT, 1984), a dez, no
caso de uma das lectinas de Araucaria angustifolia (DATTA; FIGUEROA; LAJOLO, 1991).
No entanto, tais proteinas podem apresentar diferengas nos padrdes de associacdes de suas
subunidades dependendo da caracteristica do meio onde se encontram (pH e temperatura)
(GALLEGO DEL SOL et al., 2005).

As lectinas da tribo Vicieae (géneros Pisum, Vicia, Lathyrus e Lens) sdo dimeros.
Nestas, cada subunidade ¢ formada por duas cadeias polipeptidicas diferentes, uma cadeia
polipeptidica leve (cadeia o) com massa de 5-7 kDa e uma cadeia polipeptidica pesada
(cadeia B) com massa de 15-19 kDa, estabilizadas por ligacdes ndo covalentes (SHARON;
LIS, 1990). J4 as lectinas de espécies pertencentes a subtribo Diocleinae sdo tetrameros
compostos por uma mistura de subunidades intactas formadas por uma cadeia polipeptidica
com 237 residuos de aminoécidos e de subunidades fragmentadas, nas quais a mesma cadeia
polipeptidica estd dividida em dois fragmentos, devido ao fato de ndo ter havido a formagao
de uma ligacdo peptidica entre os residuos 118 e 119 (CHRISPEELS et al., 1986). Apesar de
ndo estarem unidos covalentemente, os fragmentos sdo mantidos juntos por ligacdes nao
covalentes e formam um protdmero cuja estrutura tridimensional ¢ a mesma da subunidade
formada pela cadeia integra, sem descontinuidade da estrutura priméria (SHARON; LIS,

1990).
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A variedade de formas moleculares nas quais as lectinas podem ser encontradas ¢
de veras impressionante. A existéncia de isoformas ou isolectinas aponta para tal
heterogeneidade molecular. Tais variedade pode ser determinada por mudangas sutis na
sequéncia de aminoacidos. A lectina isolada de sementes de Datura stramonium pode
facilmente ser considerada como um exemplo de tal fato. Esta proteina é composta por duas
subunidades diferentes, uma (A) com 32 kDa e uma (B) com 28 kDa podendo ser associadas
entre si, originando trés isoformas com as seguintes estruturas: AA, AB e BB (SHIBUYA et
al., 1987).

A subtribo Diocleinae (familia Leguminosae) compreende treze principais
géneros, sendo que algumas lectinas tém sido isoladas de plantas que pertencem a alguns
destes géneros: Canavalia, Cratylia e Dioclea (CAVADA et al., 2001).

Parte significante das lectinas, principalmente as pertencentes aos géneros Dioclea
e Canavalia necessitam de ions metélicos divalentes (geralmente Ca™ e Mn'") para exercer a
atividade de reconhecimento e ligagdo a carboidratos (figura 2). Tais ions ligam-se a sitios
especificos na estrutura proteica, condicdo de extrema importancia para o estabelecimento da
ligacdo envolvendo o de ligagcdo a carboidratos e para conferir alto grau de estabilidade
estrutural a molécula, protegendo-a contra a inativagdo (CAVADA et al., 1993; CAVADA et
al., 1996)

Ultimamente sugeriu-se que substitui¢des de aminodcidos fora do sitio de unido
de carboidratos podem ser responsaveis pela diferenca na afinidade de ligacdo a agucares e
atividades bioldgicas das lectinas Diocleinae. A estrutura cristalina de ConBr ¢ representada
abaixo (figura 2, p. 17). Na ilustracdo sdo demonstrados os residuos de aminoacidos que
variam em relagdo a lectina ConA. Apenas dois aminodcidos sdo substituidos e nenhum
destes residuos estd proximo do sitio de ligacdo de carboidratos em ambas lectinas
(GRANGEIRO et al., 1997; SANZ-APARICIO et al., 1997).

De acordo com Sharma e Surolia (1997), o sitio de reconhecimento a carboidratos
¢ constituido por diversos loops com diferenga nos graus de variabilidade. As conformacgdes
destes loops sdo determinadas pela presenca na estrutura de fons metélicos, como o Ca*" e
Mg**, cuja auséncia resulta em uma instabilidade local e na perda da capacidade de ligar-se a

carboidratos (LORIS et al., 2004).
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Figura 2 — Ilustragdo da estrutura tridimensional da lectina ConBr em sua forma
global tetramérica. A localizagdo das quatro subunidades estd evidenciada, bem
como as posicdes dos residuos de Gly 58 e Gly 70, os quais sdo substituidos,
respectivamente, por Asp ¢ Ala em ConA. Os sitios de ligagdo aos metais de
transigio Mn>" e Ca’" estdo representados por esferas cinza e pretas,
respectivamente.

Fonte: SANZ-APARICIO et al., 1997.

Certas lectinas de leguminosas podem ainda possuir sitios de ligacao hidrofobicos
que ndo interferem com os sitios de ligacdo a carboidratos (ROBERTS; GOLDSTEIN, 1982;
1984). Ainda permanece de forma indeterminada a funcdo destes sitios de ligacdo nos
organismos originais, no entanto o fato destes sitios estarem presentes em lectinas de
leguminosas de diferentes espécies nos leva a crer que demonstram uma importante fungao
bioldogica (HAMELRYCK et al., 1999). Um desses sitios apresenta alta afinidade (106 M-1)
por adenina e certos derivados dessa base nitrogenada (ROBERTS; GOLDSTEIN, 1983).
Este sitio ja foi encontrado em lectinas tetraméricas e lectinas diméricas de leguminosas e
pode ser encontrado sob duas formas: dentro da subunidade ou os que se estabelecem no
centro do tetrAmero.

Na lectina de Canavalia ensiformis, o sitio da subunidade liga-se ao hormdnio
vegetal 4cido indolacético do grupo das auxinas (EDELMAN; WANG, 1978), e o outro sitio,
existe como uma cavidade Unica por tetramero, que se liga a adenina e também a citocininas,
que sdo hormdnios derivados da adenina (SHARON; LIS, 1990).

No ano de 2006, Delatorre e colaboradores determinaram a estrutura
cristalografica da lectina ConM, purificada a partir de sementes de Canavalia maritima,
complexada naturalmente, via sitio hidrofébico, com um aminoacido ndo-protéico: trata-se do

acido a-aminobutirico, ABU (DELATORRE et al., 2006).
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1.1.3 Lectinas: proteinas com grande amplitude de atividades e papéis biologicos

Lectinas possuem importantes papéis na fisiologia de diversas espécies, fato este
comprovado por sua ampla distribui¢do. No decorrer das duas ultimas décadas, as lectinas que
até entdo haviam sido encontradas principalmente em plantas, mostraram-se amplamente
distribuidas na natureza por terem sido isoladas de todas as classes e familias de seres vivos
(algas, vertebrados, invertebrados e micro-organismos) e at¢ mesmo em virus (PENG et al.,
2009). Tais proteinas apresentam uma grande variedade de formas e tamanhos e
desempenham papéis biolodgicos em muitos processos celulares, tais como comunicagdo
celular, defesa de hospedeiros, fertilizacdo, desenvolvimento, infec¢do parasitaria e metastase
tumoral (SHARON; LIS, 1989).

Lectinas de bactérias podem desempenhar papel preponderante nas etapas iniciais
de infecg¢des, por exemplo, quando ocorre a aderéncia das bactérias as células epiteliais do
trato urindrio e gastrintestinal. As lectinas de bactérias também podem agir como sitio
molecular de reconhecimento para macrofagos de camundongos na fagocitose de micro-
organismos na auséncia de opsoninas. O mesmo acontece em macrofagos peritoneais,
linfocitos e polimorfonucleares humanos (SHARON; LIS, 1989).

As lectinas também estdo envolvidas no processo de adesdo de Corynebacterium
diphtheriae aos seus hospedeiros (COLOMBO et al., 2001). O patégeno Porphyromonas
gingivalis, um que possui grande importincia etiolégica em doengas periodontais, liga-se
através de suas fimbrias a estruturas periodontais contendo glicoproteinas, evidenciando
claramente um efeito “lectin-like” (SOJAR; SHARMA; GENCO, 2004).

Avancos importantes tém sido relatados no campo do combate a maldria, no qual
a expressdo de uma lectina isolada do pepino do mar em mosquitos anofelinos impede o
desenvolvimento de protozoarios do género Plasmodium, causadores da malaria (YOSHIDA
et al., 2007). No protozodrio Entamoeba histolytica a presenca de uma lectina parece
desempenhar importante papel na etapa de aderéncia a célula hospedeira (células epiteliais do
colon), possuindo ainda, um papel na citotoxicidade celular, diferenciado da funcdo de
aderéncia (SAFFER; PETRI, 1991).

Em virus, a lectina parece estar envolvida no processo de adesdo a célula
hospedeira. A infeccdo pelo virus influenza ¢ iniciada pelo evento de adesdo, mediada por
uma aglutinina do envelope do virion que reconhece e se liga a residuos de acido sidlico da

superficie celular (GLICK et al., 1991).
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Lectinas também desempenham papel preponderante na patogenia da dengue. Nos
eventos iniciais, mais precisamente naqueles relacionados a adesdo do patogeno junto as
células do sistema imunoldgico, principalmente macréfagos, a presenga de um receptor de
manose faz a mediacdo para a infec¢do destas células pelo virus da dengue (MILLER et al.,
2008).

Com relagdo as lectinas de algas marinhas ¢ importante observar que o numero de
trabalhos mostra-se ainda bastante reduzido, porém tem crescido discretamente nos ultimos
anos. A primeira lectina de alga marinha isolada foi a da alga vermelha Ptilota plumosa
(ROGERS; BLUNDEN; EVANS, 1977). As algas vermelhas s3o as que apresentam o maior
nimero de espécies com atividade hemaglutinante seguidas das algas pardas e verdes
(SAMPALIO, 1997). De modo geral, as lectinas de algas marinhas costumam apresentar baixos
pesos moleculares. Tais valores variam de 4,2 kDa para as isolectinas de Hypnea japonica
(HORI et al., 1986) e até 64,5 kDa para a lectina de Ptilota serrata (ROGERS; FISH;
BARWELL, 1990).

As lectinas também possuem ocorréncia em invertebrados, as quais estdo
presentes em praticamente todas as classes examinadas como caranguejos (UMETSU;
YAMASHITA; SUZUKI, 1991); larvas de insetos (GRUBHOFFER; MATHA, 1991),
carrapatos (SHARON; LIS, 1989); ourico do mar (YAMADA; AKETA, 1982) e insetos (YU,
KANOST, 2000).

J& nos vertebrados, as lectinas podem ser encontradas apresentando duas formas
distintas com relagdo ao processo de adesdo a estruturas celulares: soluveis ou ligadas a
membranas. Uma grande variedade tem sido encontrada em diferentes tecidos de mamiferos,
aves e répteis, algumas semelhantes, outras bastante diferentes em sua estrutura molecular e
especificidade por carboidratos. A ampla distribuicao das lectinas em vertebrados ¢ também
evidenciada pela presenca de uma lectina especifica por galactose em veneno da cobra que
tem acdo direta contra micro-organismos gram-positivos e gram-negativos (RADIS-
BAPTISTA et al., 2006). Com relacdo aos peixes, tem sido isolada uma lectina célcio
dependente com fungdes ainda nao determinadas (SUZUKI et al., 2003).

Em fungos, uma lectina com massa molecular de 17 kDa foi isolada do cogumelo
Inocybe umbrinella (ZHAO; WANG; NG, 2009). J& em Lentinus edodes, um cogumelo
bastante encontrado nos paises asiaticos, um numero de lectinas com afinidade por D-
galactose e D-lactose tem sido isoladas em diferentes estdgios de seu desenvolvimento

(VETCHINKINA; POZDNYAKOVA; NIKITINA, 2008).
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1.1.4 Lectinas: ferramentas biotecnologicas com inser¢do da saude a agricultura

Imberty e Varrot (2008) afirmam que infec¢des por patdgenos sdo geralmente
iniciadas por um reconhecimento especifico das superficies epiteliais, sendo as etapas
subsequentes de adesdo essenciais para a invasdo. Dentro desta estratégia de infeccdo, os
micro-organismos frequentemente utilizam proteinas ligantes a aglicares, como lectinas, para
reconhecer e ligar-se aos glicoconjugados. A relacdo lectina-glicoconjugados € caracterizada
por sua alta seletividade e na maioria das vezes por gerar ligacdes de alta afinidade.

Células em geral possuem sobre suas superficies, carboidratos na forma de
glicoproteinas, glicolipidios e polissacarideos. O potencial dos actcares como moléculas de
informagdo ja ¢ sedimentado. No entanto, a importdncia dessas moléculas nos processos
bioquimicos era até entdo descrita como moléculas ricas em energia ou meros elementos
prostéticos. Ja nas duas ultimas décadas, tem havido um nimero crescente de evidéncias
cientificas favorecendo o conceito de que os carboidratos desempenham fungdes singulares
como elementos determinantes de reconhecimento em uma grande variedade de processos
bioldgicos, sejam fisiologicos ou até mesmo patoldgicos (VARKI, 1993; SHARON; LIS,
1995). E ¢ a partir dessas importantes informagdes dadas por essas moléculas que as lectinas
exercem suas extraordindrias atividades.

Como visto, além da capacidade de aglutinar células, descrita por Stilmark em
1888, varias outras atividades bioldgicas de lectinas vegetais tém sido demonstradas. Entre
estas se destacam: indugdo da proliferacdo de linfocitos e da produgdo de interferon-y
(BARRAL-NETTO et al., 1992); estimulacio de macréfagos e liberagdo de perdxido de
hidrogénio (RODRIGUEZ et al., 1992); indu¢do da migra¢do de leucocitos (BENTO et al.,
1993); indugdo da liberagdo de histamina (GOMES et al., 1994); protecao parcial in vivo em
animais infectados com Leishmania amazonensis e reconhecimento da forma promastigota
metaciclica da Leishmania braziliensis por Bauhinia purpurea (PINTO-DA-SILVA et al.,
2002); inducdo da producdo in vivo e in vitro de oOxido nitrico por células peritoneais
(ANDRADE et al., 1999); indug¢do de apoptose (BARBOSA et al., 2001); atividade anti-
inflamatoria e pro-inflamatéria de lectinas vegetais (ASSREUY et al., 1997, ALENCAR et
al., 1999; SANTI-GADELHA et al., 2006) atividade analgésica (SAYYAH; HADIDI,
KAMALINEJAD, 2004), efeitos renais em rim isolado perfundido (TEIXEIRA et al., 2001);
utilizagdo de lectinas na entrega de farmacos “drug delivery” (JAIN; JANGDEY, 2009).

Tem também sido demonstrado o efeito antiviral de lectinas. Como exemplo disso

pode-se citar uma lectina isolada de anelideo marinho que possui atividade anti-HIV
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(MOLCHANOVA et al., 2007). Outras lectinas possuem efeito contra o virus da hepatite C
(TULLIS et al., 2009).

Existem poucos relatos na literatura de lectinas com propriedades antifingicas.
Entretanto, Ngai e Ng (2007) isolaram uma lectina das sementes de Capsium frutescens L.
var. Fasciculatum que possuia atividade inibitoria sobre o crescimento dos fungos Aspergillus
flavus e Fusarium moniliforme. Tal proteina exibiu afinidade por glicose/manose.

Recentemente, uma lectina isolada das sementes de Phaseolus coccineus, a qual
possui afinidade por éacido sidlico foi capaz de inibir o crescimento dos fungos Candida
albicans, Penicillium italicum, Helminthosporium maydis, Sclerotinia sclerotiorum,

Gibberalla sanbinetti ¢ Rhizoctonia solani (CHEN et al., 2009).

1.2 Fungos

Os fungos sdo classificados em seu proprio reino separado, Reino Fungi
(Myceteae). Eles sdo organismos eucaridticos, distinguidos dos outros eucariotos por uma
rigida parede celular composta de quitina e glucana e uma membrana celular na qual o
colesterol ¢ substituido por ergosterol como componente principal de esterol (Figura 3)

(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008).

Figura 3 — Visdo geral de uma célula fungica
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Fonte: (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008)

Fungos sdo componentes importantes do ecossistema, sendo essenciais para a
reciclagem de minerais e carbono através da decomposi¢do de restos organicos. Tem sido

estimado que os fungos reciclem anualmente milhdes de toneladas de lixo organico. A vida
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para outros tipos de organismos poderia parar sem a atividade dos fungos. Adicionalmente,
cogumelos e outros fungos frescos sdo fontes de nutrientes para muitos animais, incluindo
humanos. Em adicdo as propriedades benéficas dos fungos, muitas plantas e animais sofrem
com doengas causadas por fungos (MOORE-LANDECKER, 1996).

O simples agrupamento baseado na morfologia classifica os fungos em leveduras
ou bolores. Uma levedura pode ser definida morfologicamente como uma célula que se
reproduz por brotamento ou fissdo, na qual uma célula progenitora ou mae pinga uma parte de
si para produzir uma progénie ou célula-filha. As células-filhas podem alongar-se para formar
pseudo-hifas semelhantes a salsichas. As leveduras sdo usualmente unicelulares e produzem
coldnias arredondadas, palidas ou mucéides em agar (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER,
2008).

Os bolores, por outro lado, sdo organismos multicelulares, consistindo de
estruturas tabulares tipo filamento chamadas hifas, as quais se alongam em suas pontas num
processo conhecido como extensdo apical. As hifas sdo cenociticas (ocas e multinucleadas) ou

septadas (divididas por septos ou paredes transversais) (Figura 4).

Figura 4 — Esquema geral da morfologia de hifas.
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Fonte: (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008)

As hifas se juntam para produzir uma estrutura chamada micélio. As coldnias
formadas por bolores sdo frequentemente descritas como filamentosas. Quando crescendo em
agar ou outras superficies solidas, os bolores produzem hifas, denominadas hifas vegetativas,
que crescem sob ou sobre a superficie do meio de cultura, e também hifas que se projetam
acima da superficie do meio, popularmente conhecidas como hifas aéreas. As hifas aéreas
podem produzir estruturas especializadas conhecidas como conidios (elementos de
reproducdo assexuada). Os conidios sdo facilmente carregados pelo ar e servem para

disseminar o fungo (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008).
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A maioria dos fungos apresenta respiracdo aerobica, embora, alguns sejam
facultativamente anaerobicos (fermentativos) e outros sejam estritamente anaerdbicos.
Metabolicamente, os fungos sdo heterotréficos e bioquimicamente versateis, produzindo
ambos os metabdlitos primdrios e secundarios. Em comparagdo com as bactérias, os fungos
sdo de crescimento lento, com o tempo de duplicacdo celular de horas, e ndo de minutos
(MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008).

Os esporos assexuados sdo referidos como sendo anamorfos. Enquanto os esporos
sexuados e suas estruturas reprodutivas associadas sdo chamados de teleomorfos. Os esporos
de ambos os estagios do ciclo de vida podem ser morfologicamente distintos. Os esporos
teleomortficos (produzidos sexualmente) sdo classificados de acordo com a estrutura sexual na
qual eles se desenvolvem. Muitos fungos complexos produzem estruturas reprodutivas
multicelulares — um esporocarpo ou corpo de frutificacio (MOORE-LANDECKER, 1996).

Com relagdo a habilidade de um determinado fungo em produzir esporos
sexuados, em situagdes clinicas, ¢ comum referir-se aos organismos por suas designacdes
assexuadas. Isto ocorre porque o estado anamorfico ¢ isolado dos espécimes clinicos, € a fase
sexuada ou teleomorfica ocorre apenas sob condigdes muito especiais no laboratorio. Os
esporos assexuados consistem em dois tipos gerais: esporangiosporos e conidios. Os
esporangiosporos sdo esporos sexuados seguidos de uma fusdo de dois tipos compativeis. Os

esporos assexuados da ordem Mucorales sdo contidos dentro de um esporangio (Figura 5).

Figura 5 — Esquema da formag@o assexuada do esporo.
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Fonte: (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008)

Esporos fingicos ocorrem em grande quantidade ao ar livre. Segundo Kendrick
(1990), existem perto de cem mil fungos que podem ter seus esporos transportados pelo ar.

Muitas condi¢des influenciam a concentracdo de esporos no ar livre. Dentre estas podemos
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citar condicdes geograficas, meteorologicas e fatores relacionados ao homem. Geralmente,
existe uma baixa concentragdo em grandes metrdpoles, em comparagdo a zona rural.

Muitos esporos sao dificeis de serem identificados, desta forma sdo agrupados de
acordo com as similaridades morfologicas compartilhadas entre eles. Muitos se mostram
alergénicos (isto €, induzem respostas alérgicas em individuos susceptiveis) e alérgenos de
esporos fungicos podem ser potentes indutores de asma e rinites alérgicas sazonais
(WOOLCOCK; PEAT; TREVILLION, 1995).

A composi¢do, arquitetura e superficie celular nativa vém recebendo atengdo
especial no campo da pesquisa em fungos. A parede celular de um basidiomiceto ou
ascomiceto tipico ¢ constituida principalmente por N-acetilglicosamina, na forma de
microfibrilas de quitina, com a presenga de glicoproteinas, sendo muitas de natureza
manosidica. As microfibrilas de quitina sdo responsaveis pela arquitetura e integridade
estrutural das paredes celulares, enquanto as glicoproteinas nas camadas externas da parede
estdo relacionadas com um vasto nimero de fendmenos envolvendo a superficie celular
(GOODAY, 1995).

Smith ef al. (1999; 2001) utilizaram a andlise de painéis de lectinas para
caracterizar a composicdo de carboidratos tanto em fungos unicelulares quanto nos
filamentosos. Foram encontrados residuos de manose, N-acetilglicosamina e N-
acetilglactosamina em quantidades varidveis na superficie de conidios e de regides em
processo germinativo.

Para colonizar as plantas, os fungos apresentam estratégias para invadir o tecido
vegetal, aperfeicoar o crescimento na planta e propagar-se. Bactérias e virus, assim como
outros fungos oportunistas, frequentemente dependem de aberturas naturais ou feridas para
que ocorra a invasdo. Em contraste, muitos fungos fitopatogénicos desenvolveram
mecanismos evolutivos para atravessarem de forma ativa as barreiras estruturais externas da
planta, como cuticula e a parede celular. Para conseguir entrar, os fungos geralmente secretam
uma mistura de enzimas hidroliticas, incluindo cutinases, celulases, pectinases e proteases.
Pelo fato destas enzimas serem requeridas também para a vida saprofitica dos fungos, elas
representam ferramentas especificamente desenvolvidas pelo fungo para implementar sua
patogénese, e cada enzima hidrolitica individualmente pode ndo ser absolutamente necessaria
para a penetra¢do. Porém, isto ndo impede sua adaptagdo ou regulagdo biossintética para as

necessidades especificas de um patégeno numa determinada planta (KNOGGE, 1996).
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1.2.1 Principais Classes do Reino Fungi
1.2.1.1 Zygomycetes

Sdo bolores com hifas amplas, septadas de forma esparsa e cenociticas.
Zygomycetes produzem esporos sexuados em seguida a uma fusdo de dois tipos compativeis.
Os esporos sexuados da ordem Mucorales sdo contidos dentro de um esporangio. Os
esporangios nascem nas pontas de esporangioforos semelhantes a pedinculos que terminam
num bulbo distendido chamado columela (rever Figura 5, p. 23). A presenca de estruturas
parecidas com raizes, chamadas rizoides, ajuda na identificagdo do género especifico dentro
de Mucorales. Os esporos assexuados nascem individualmente em esporoforos curtos e sdo

forcosamente ejetados quando maduros (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008).

1.2.1.2 Ascomycetes

Ascomycetes incluem tanto as leveduras quanto os bolores. As hifas sdo septadas
e os esporos assexuados sdo produzidos a partir de células conidiogénicas na extremidade de
coniditéforos (Figura 6). Ja o esporo sexuado de Ascomycetes € o ascosporo, caracterizado por

sua produ¢do dentro de um saco ou asco.

Figura 6 — Esquema do processo de formagdo de
esporos assexuados em conididforos
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Fonte: (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008)
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1.2.1.3 Basidiomycetes

Basidiomycetes sdo raramente encontrados clinicamente. O Unico patdgeno
humano ¢ a Filobasidiella neoformans, a forma sexuada de Cryptococcus neoformans. O
esporo sexuado de Basidiomycetes ¢ o basididsporo, caracterizado pela a extensdo de uma

estrutura em forma de clava, o basidio (MURRAY; ROSENTHAL; PFALLER, 2008).

1.2.2 Fungos fitopatogénicos

1.2.2.1 Colletotrichum musae

O fungo Colletotrichum musae (Berk & Curt.) von Arx. (Teleomorfo: Glomerella
musarum Petch), cujos esporos sdo mostrados na figura 7, ¢ um patégeno comum de frutos de
banana (Musa spp.), causando antracnose, com ampla distribui¢do geografica, onde a
bananeira ¢ cultivada (THANGAVELU; SUNDARARAJU; SATHIAMOORTHY, 2004).
Economicamente, o patdogeno ¢ muito importante por causar prejuizos em pos-colheita e,
também, perdas ao nivel de campo (JEFFRIES et al, 1990), sendo fator limitante da

qualidade prejudicando a comercializa¢do do fruto.

Figura 7 — Fotomicrografia optica de esporos de Colletotrichum musae
vistos em aumento de 40 vezes. Ao fundo observam-se as ranhuras
milimétricas da camara de contagem de Neubauer.
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A antracnose ¢ uma doenga que incide principalmente nas brotagdes jovens,
apices, folhas e ramos jovens. Nas sementeiras, geralmente ocorre a queima do apice das
plantulas, impedindo seu crescimento e provocando seu perfilhamento. Os principais sintomas
sd0: manchas escuras, irregulares, incidindo, principalmente nas bordas, causando
deformagdes nas folhas jovens (Figura 8). As condi¢des favoraveis ao desenvolvimento dessa
doenca sdo dentre outros, sombreamento excessivo e umidade excessiva. Em condigdes
favoraveis, os conidios de C. musae germinam na superficie em frutos imaturos, dentro de 6 a
8 h, produzindo um tubo germinativo, na extremidade do qual se forma o apressorio,
considerado um 6rgao de adesdo. Esse 6rgdo capacita o patégeno a sobreviver em condic¢des
adversas do ambiente, antes da penetragdo no tecido do hospedeiro. Quando C. musae penetra
em frutos imaturos, geralmente permanece quiescente até o inicio do processo de

amadurecimento, ocorrendo a colonizacdo e a expressao dos sintomas (RUNCIO et al., 2008).

Figura 8 — Em (a) observa-se desenvolvimento da
antracnose sobre vagens de feijoeiro e (b) mostra
folhas com sintomas para esta mesma doenca.

(b)

Fonte: Banco de imagens do google. Palavra-
chave: antracnose
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1.2.2.2 Colletotrichum lindemuthianum

Colletotrichum lindemuthianum (Sacc. & Magn.) Scrib. (teleomorfo Glomerella
cingulata (Stonem) Spauld & Schrank f. sp. Phaseoli kimati) agente causal da antracnose do
feijoeiro (Phaseolus vulgaris L.) apresenta micélio apocitico e ramificado e se reproduz de
forma assexuada. Os conidios formam massa de cor salmio ou mel, sdo hialinos, unicelulares,
oblongos e cilindricos, apresentando as extremidades arredondadas (Figura 9).

A antracnose ¢ uma das principais doencas fungicas do feijoeiro, que pode ser
altamente devastadora, proporcionando perdas de até 100% na produc¢do quando os fatores
cultivar suscetivel, ambiente favoravel ao patégeno e sementes infectadas estiverem

simultaneamente presentes durante o periodo de cultivo (HERBERT et al., 2004).

Figura 9 - Fotomicrografia oOptica de esporos de
Colletotrichum lindemuthianum vistos em aumento de 400
vezes. Ao fundo observam-se as ranhuras milimétricas da
cémarg de contagem de I\/I'eubauer.
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Fonte: Proprio autor

1.2.2.3 Rhizoctonia solani

Rhizoctonia solani é um fungo habitante do solo que tem como forma sexuada
Thanatephorus cucumeris (Frank), pertencente ao Filo Basidiomycota. A anamorfase (ou
estagio assexual) de R. solani ocorre mundialmente causando doengas em uma ampla
variedade de plantas cultivadas. Os esporos de R. solani podem ser vistos na figura 10 (p. 29).
Ao contréario do que se postulava no passado a respeito da condi¢do de patégeno polifago, a

gama de hospedeiros de cada um dos grupos de anastomose de R. solani ¢ restrita. Cada grupo
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de anastomose estd frequentemente associado a determinado hospedeiro ou a um grupo
restrito de hospedeiros (SHARON et al., 2008; LEHTONEN et al., 2009).

Os danos causados por R. solani a cultivares de arroz sdo a queima da bainha e
colmos, caracterizadas por manchas ovais, elipticas e bordas marrons bem definidas nos
tecidos afetados. Em casos mais severos, observam-se manchas semelhantes nas folhas
inferiores resultando em seca parcial ou total, e esterilidade de algumas espiguetas,
ocasionando inclusive a morte da planta. O periodo critico de incidéncia ocorre entre o

perfilhamento e a floracdo (LI ef al., 2009; MERCIER; JIMENEZ, 2009).

Figura 10 — Fotomicrografia optica de esporos de
Rhizoctonia solani vistos em aumento de 400 vezes. Ao
fundo observam-se as ranhuras milimétricas da cdmara de
contagem de Neubauer.
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Fonte: Proprio autor

1.2.2.4 Mucor sp.

O género Mucor (Micheli) compreende cerca de 80 espécies cosmopolitas, sendo
considerado o mais representativo e estudado dentre os géneros de Mucoraceae. Os
representantes de Mucor reproduzem-se, assexuadamente, por meio de aplandsporos
(esporangiosporos — Figura 11, p. 30) formados internamente em esporangios e
clamidosporos; sexuadamente, pela fusdo de dois gametingios geneticamente compativeis,
pertencentes ou ndo ao mesmo micélio e dando origem ao zigosporo (ALVES; TRUFEM;
MIANEZ, 2002).

A maioria das espécies de Mucor vive como saprdbia no solo, grdos, flores,

frutos, restos de vegetais, agaricos carnosos. Os mucoraceos desempenham papel importante
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nos processos iniciais de reciclagem, sendo responsdveis pela colonizagdo primaria do
substrato utilizando-se dos acucares de estrutura molecular mais simples (glicose), dai serem
conhecidos como "fungos do acucar". O género Mucor ganha destaque na biotecnologia
sendo responsavel pela produg¢do de vérias enzimas como: amilase, lipase, pectinase e
protease. Mucor hiemalis, M. racemosus e M. miehei sdo espécies que apresentam atividade

enzimatica proteasica de importancia comercial (ALVES; TRUFEM; MIANEZ, 2002).

Figura 11 — Fotomicrografias de Mucor sp. (a) evidenciando esporangiéforo ereto com um esporangio maduro.
Notar a quantidade de esporangiosporos liberados. Em (b) sdo vistos esporangiosporos através de microscopia
optica com aumento de 200 vezes.

(a) (b)

Fonte: (a) Banco de imagens do google. Palavra-chave: Mucor sp. (b) Proprio autor
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2 OBJETIVO
2.1 Geral

Avaliar o potencial inibitdrio e/ou estimulatorio in vitro de cinco lectinas isoladas
das sementes das leguminosas Canavalia ensiformis (ConA), C. boliviana (Cbol), C.
maritima (ConM), C. brasiliensis (ConBr) e C. gladiata (ConG) através do tratamento dos
esporos fungicos e determinacdo do respectivo efeito sobre o crescimento dos fitopatdogenos

Mucor sp., Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e C. lindemuthianum.

2.2 Especificos

* Estudar o efeito estimulatério das lectinas de leguminosas (ConA, CBol, ConM, ConBr e
ConG) sobre a germinacdo de esporos dos fungos fitopatogénicos Mucor sp., Rhizoctonia

solani, Colletotrichum musae e C. lindemuthianums;

* Avaliar se o tratamento dos esporos com as lectinas descritas no item anterior exerce
alguma funcdo inibitéria sobre o crescimento in vitro dos fungos fitopatogé€nicos outrora

citados;

* Avaliar se o efeito exercido sobre o crescimento dos fungos ¢ meramente proteico ou esta

relacionado com o tratamento com as lectinas citadas;

e Estabelecer comparacdes entre a atividade exercida pelas lectinas em estudo,

relacionando com a similaridade estrutural encontrada entre as mesmas.

* Langar luz sobre as interagdo que ocorrem entre as lectinas estudadas e a presenca de

carboidratos especificos para tais lectinas na superficie dos esporos;
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3 MATERIAIS E METODOS

A realizagdo da presente pesquisa mostrou que as etapas ¢ métodos escolhidos
foram de grande relevincia para a obtengdo dos resultados. Os seguintes protocolos foram
realizados: isolamento e purificacdo das lectinas, cultivo dos espécimes de fungos, coleta dos
esporos, determinagdo do niimero de esporos coletados, determinagdo do efeito inibitdrio das
lectinas sobre o processo germinativo de esporos tratados e andlise estatistica dos dados

adquiridos.

3.1 Obtenciao das lectinas

As lectinas utilizadas neste estudo estdo descritas na tabela 1, as quais foram
gentilmente cedidas pelo Professor Doutor Benildo Sousa Cavada, coordenador do Biomol-
Lab do Departamento de Bioquimica e Biologia Molecular da Universidade Federal do Ceara.

Tais proteinas possuem seletividade para os carboidratos apresentados na tabela abaixo:

Tabela 1 — Informagdes gerais sobre as lectinas estudadas

Lectina Isolada de Sigla Especificidade Referéncias
Canavalia ensiformis ConA Glicose/Manose (SUMNER; HOWELL, 1936)
Canavalia gladiata ConG Glicose/Manose (KOJIMA et al., 1991)
Canavalia boliviana CBol Glicose/Manose Em publicagdo
Canavalia brasiliensis ConBr Glicose/Manose (MOREIRA; CAVADA, 1984)
Canavalia maritma ConM Glicose/Manose (PEREZ et al., 1991)

Fonte: ver coluna de “Referéncias”

3.2 Cultivo dos espécimes

As amostras dos fungos Mucor sp., Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae ¢ C.
lindemuthianum pertencem a micoteca particular do Dr. André Luis Coelho da Silva, sendo
gentilmente cedidas pelo mesmo para a realizagdo desta pesquisa.

Os fungos fitopatogénicos Mucor sp., Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e
C. lindemuthianum, foram cultivados em placas de Petri contendo o meio de cultura agar
sabouraud dextrose (HIMEDIA) (Tabela 2, p. 33). Basicamente, distribuiu-se 20 mL do 4gar
esterilizado em autoclave a temperatura de 121 °C durante 15 minutos, em placas de Petri

previamente autoclavadas, secas e individualmente embaladas. Apos solidificagdo total do
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meio de cultura nas placas, um bloco esférico de dgar contendo cada espécime de fungo foi
inoculado no centro das placas, sendo em seguida colocadas para crescer em estufa mantida a

temperatura constante de 27 °C durante um periodo ndo superior a 10 dias.

Tabela 2 — Composi¢io* aproximada por litro de Agar Sabouraud Dexrose

Nutriente Peso (g)
Digestao Pancreatica da Caseina 5,0
Digestdo Péptica de Tecido Animal 5,0
Dextrose 20,0
Agar 17,0

Fonte: Datasheet do fabricante. *Ajustado ou suplementado caso se necessite aumentar a
performance.

Todo o processo de manipulagcdo de placas e meios foi realizado em camara de
fluxo laminar previamente esterilizada por luz ultravioleta e acompanhado por controle
negativo, que consistia da exposi¢cdo de uma placa de Petri contendo 20 mL de meio sélido
estéril no ambiente da camara de fluxo laminar durante a realizagdo de todo o processo. Em

seguida, tal placa controle era colocada para crescer juntamente com as outras placas.

3.3 Coleta dos Esporos

Os esporos foram coletados a partir de micélios bem desenvolvidos. O
procedimento de coleta foi realizado em camara de fluxo laminar previamente limpa com
alcool 70% e irradiada por luz ultravioleta durante um periodo ndo inferior a 15 minutos.

Para a coleta dos esporos do fungo Mucor sp. utilizou-se um procedimento
padronizado que favorecia um rendimento ideal do numero de esporos coletados.
Basicamente, com o auxilio de uma alga de platina flambada a chama do bico de Bunsen,
realizava-se a raspagem da superficie das colonias, induzindo a libera¢do dos esporos e
coletando os mesmos em tubo estéril de 1,5 mL contendo 1,0 mL de 4dgua estéril.

J& para os fungos Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae e C. lindemuthianum
o procedimento de coleta sofreu algumas modificagdes no sentido de aumentar o rendimento
do niimero de esporos coletados. Para tais fungos, despejou-se 10 mL de NaCl 0,15 M estéril
por toda a extensdo das colonias. Em seguida, raspou-se levemente a superficie das colonias
com o auxilio de uma al¢a de platina previamente flambada para que prontamente ocorresse a

liberagdo dos esporos. Realizou-se entdo a aspiragdo de pelo menos 8 mL da suspensdo dos
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esporos, os quais foram posteriormente submetidos a filtragdo em 3 camadas de gaze estéril,
minimizando a presen¢a de hifas no filtrado. Apds tal etapa, apenas 1 mL do filtrado foi
coletado em tubos de 1,5 mL estéreis e submetidos a centrifuga¢do a 10.000 x g durante 5
minutos em microcentrifuga previamente refrigerada e mantida a temperatura de 4 °C, com
fator de aceleragdo no maximo e freio no minimo.

Apds todo o processo de centrifuga¢do, o sobrenadante foi descartado e os
esporos ressuspensos em 1mL de NaCl 0,15 M e submetidos novamente as mesmas condi¢des
de centrifuga¢do anteriormente descritas (Figura 12). Apds a realizagdo destas etapas, os

esporos foram contados em camara de Neubauer.

Figura 12 — Esquema ilustrativo das etapas de aquisi¢@o dos esporos fungicos. Existe breve alteragdo na etapa de
liberagdo de esporos para o fungo Mucor sp., onde o mesmo ndo necessita de adigdo de 10 mL de solugdo de
NaCl 0,15 M.

salina liberacéao Coleta dos
dos esporos esporos

inoculos ¢
contagem filtragem
=
~7 > S _ P
a8 / centrifugacao
= o000 g, 5 min

esporos k

Fonte: Protocolo fornecido pelo Dr. André Luis Coelho da Silva.

3.4 Determinacio do numero de esporos coletados

A camara de Neubauer consiste numa lamina retangular de vidro espesso,
contendo dois reticulos na porcao central, separados longitudinalmente por um sulco profundo
sobre a lamina. Transversalmente, quatro sulcos limitam trés plataformas. A central, onde
estdo os reticulos, encontra-se deprimida 0,1 mm em relagdo as laterais, dando a profundidade
da camara, limitada superiormente por uma laminula especial adaptada firmemente sobre as

plataformas laterais. A laminula ¢ opticamente plana e sem defeitos.
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O reticulo na cadmara melhorada de Neubauer ¢ um quadrado de 3 mm de lado ¢ 9
mm® de superficie dividido em 9 areas de 1 mm®. Cada milimetro quadrado esté dividido em
16 quadros de 1/16 mm?®, exceto quatro laterais e o da area central, esta dividida em 25
quadros de 1/25 mm?, sendo cada um destes divididos em 16 quadrinhos de 1/400 mm?

totalizando quatrocentos quadrinhos de 1/400 mm” e 0,1 mm’ na area central. (Figura 13 a e

b).

Figura 13 — (a) Ilustragdo da cdmara melhorada de
contagem de Neubauer ¢ em (b) detalhe do reticulo em
suas subdivisdes.
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Fonte: Proprio autor

Apbs a correta montagem do aparato, aplicou-se 10 pLL. da amostra de cada fungo,
processada no item anterior, para o reticulo da cdmara. Em seguida, visualizou-se os esporos
através de microscopio Optico modelo Eclipse 3000 (Nikon) em objetivas de 20X ou 40X. A
partir dai, os esporos eram contados com o auxilio de um contador hematologico manual, e a

contagem determinada pela seguinte formula:

Ne°. esporos / ml = n° de esporos (sobre o quadrado maior) * fator de dilui¢io * 10*
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3.5 Determinacdo do efeito das lectinas sobre os esporos

Apobs a contagem dos esporos, corrigiu-se a concentragdo dos mesmos para o
valor de 2 x 10" esporos/mL suspendendo-os em solugio estéril de NaCl 0,15 M. Em seguida,
realizou-se o processo de dilui¢do das lectinas. Para tanto, pesava-se 5 mg de lectina e diluiu-
se em 5 mL de NaCl 0,15 M. A solu¢do de lectina era entdo mantida em estufa a uma
temperatura de 37 °C por pelo menos 30 minutos. Em seguida, filtrava-se as proteinas em
filtros de seringa de 0,22 um. A partir deste passo as proteinas estavam prontas para os
ensaios.

Antes da realizagdo dos ensaios, todos os materiais pldsticos e reagentes com
excecdo das lectinas, BSA e fungos foram submetidos a luz ultravioleta da camara de fluxo
laminar por 15 minutos.

A partir dai, iniciou-se o procedimento experimental no qual as lectinas foram
colocadas em contato prévio com o0s esporos fungicos em tubos estéreis de
microcentrifugacdo com capacidade para 1,5 mL. Basicamente, os tubos de 1,5 mL foram
numerados e distribuidos em suportes apropriados com o auxilio de uma pinga estéril. Em
seguida distribui-se 400 pL das lectinas (1 mg/mL) nos tubos, de modo que cada lectina fosse
testada com cada fungo. Procedia-se entdo com uma diluicdo seriada das lectinas, onde se
retirava 200 pL da solucdo de lectina (1 mg/mL) e diluia-se em 200 pL. de NaCl 0,15 M
estéril até a sétima diluicdo seriada (tubo 8), a qual possuia concentragdo lectinica final de
7,8125 pg/mL (Figura 14). Os dados mostrados na secdo de Resultados sdo referentes a

concentragdo que mostrou-se mais efetiva.

Figura 14 — Ilustragdo do desenho experimental utilizado para a diluigdo
seriada das proteinas estudadas.
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Fonte: Proprio autor.
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Em seguida, adicionou-se para todos os tubos 200 puL. de esporos suspensos em
NaCl 0,15 M e em concentragio de 2 x 10* esporos/mL. Como dito anteriormente, no sentido
de verificar se o efeito ndo era meramente pela presenga de proteina, um padrdo comparativo
de natureza proteica foi inserido aos ensaios. A proteina escolhida foi a BSA, em
concentragdo inicial de 1 mg/mL. J4 o controle negativo era feito com a inoculagdo de 200 uLL
de esporos fungicos na concentragio de 2 x 10" esporos/mL em 200 uL de NaCl 0,15 M. O
procedimento ilustrado na figura 14 é também valido para a diluicdo da BSA.

Passados pelo menos 12 horas de contato entre lectina (ou BSA) e fungo,
preparou-se a etapa de inoculagdo dos esporos, onde eram oferecidas condi¢des para que
germinassem. Inicialmente, preparou-se meio de cultura Batata-Dextrose-Caldo como se
segue: Pesou-se 200 g de batata inglesa (Solanum tuberosum) adquirida em supermercado
local. Em seguida, partiu-se em pequenos cubos mesmo com casca € colocou-se para cozinhar
em 1 L de agua. Ao primeiro sinal de fervura, marcou-se 30 minutos. Passado o tempo de
fervura, o caldo foi filtrado em papel-filtro (J. Prolab) com especificagdes técnicas indicadas

na tabela 3.

Tabela 3 — Caracteristicas do papel de filtro utilizado na preparacdo do BDC

Propriedade Unidade Método  Valores
Gramatura g/m’ - 80
Espessura pm - 205
Cinza % - 0,5
Maioria dos Poros pm - 14

Permeabilidade ao ar @ 20 mmCa  I/sm”>  DIN 53.887 14

Fonte: Datasheet do fabricante

Ap6s a filtracdo do caldo, adicionou-se dextrose (a-D-(+)-Glicose) na proporcao
de 3 g para 150 mL. O meio de cultura foi entdo submetido ao processo de esterilizagdo em
autoclave vertical (Phoenix).

A etapa subsequente consistia na inoculacdo das amostras em meio de cultura.
Para isso utilizava-se uma placa estéril de microtitulagdo contendo 96 pogos (Karteel) com
tampa estéril e embalada individualmente. Em seguida, com o auxilio de pipetador multicanal
(Eppendorf) preenchia-se a placa com 100 pL de meio de cultura por poco e em seguida
inoculava-se os 100 pL dos esporos que estavam em contato prévio com a lectina, como

ilustrado na figura 15 (p. 38).
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Figura 15 — Esquema ilustrando de disposi¢do das amostras

na microplaca.
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Fonte: Proprio autor.

Apbds o processo de inoculacdo, a microplaca foi mantida em estufa com
temperatura constante de 27 °C. O crescimento dos fungos foi entdo avaliado através de
monitoramento espectrofotométrico realizando-se leituras em intervalos de 12 horas durante
as primeiras 72 horas. O método utilizado foi o de determinagdo da densidade Optica com

filtro de banda em 620 nm, realizada no leitor de placa Biotrak II Reader (GE Healthcare).

3.6 Analise estatistica

O resultado das atividades das lectinas vegetais sobre o crescimento dos fungos
foi demonstrado através de graficos construidos no Pacote Estatistico GraphPad Prism®
versao 3.00 para Microsoft Windows®, sendo a diferenca entre as médias das replicatas
calculadas pelo Pacote Estatistico Statsoft Statistica® versao 6.0 para Microsoft Windows
95/98/ME/XP. A metodologia empregada no teste foi One-way ANOVA seguida pelo teste
post hoc Bonferroni. Os dados foram considerados estatisticamente significativos quando

p<0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeito das lectinas sobre o crescimento de Mucor sp.

Apos a andlise dos resultados, observou-se que o zigomiceto Mucor sp. teve seu
perfil de crescimento diminuido quando seus esporos foram tratados durante 24 horas com
ConA na concentracdo de 0,5 mg/mL (Figura 16). As médias das absorbancias, nos tempos

48, 60 e 72 horas, de ConA, BSA e NaCl 0,15 M estdo descritas na tabela 4.

Tabela 4 — Comparagdo das médias de absorbancia de Mucor sp. nos tempos 48, 60 ¢ 72 horas, apds o
tratamento prévio de seus esporos com ConA 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrao.

Tempo (h)/Tratamento ConA BSA NaCl
48 0,231 + 0,009 0,296 £ 0,016 0,255+0,012
60 0,318 £ 0,013 0,434 £ 0,040 0,373 +£ 0,024
72 0,459 £ 0,026 0,711 £ 0,055 0,611 +0,056

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 16 — Perfil de crescimento de Mucor sp. quando seus esporos foram
tratados com ConA a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (*): estatisticamente significante em relagdo a BSA 0,5 mg/mL,

p<0,01.
ConA x Mucor sp.
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—— BSA [0,5 mg/mL]
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Fonte: Dados da pesquisa

Por outro lado, as lectinas ConG, CBol, ConBr ¢ ConM estimularam o
crescimento de Mucor sp. O efeito de ConG sobre seu o crescimento esta relacionado com a

estimulag¢do do desenvolvimento fungico (Tabela 5 e Figura 17, p. 40).
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Tabela 5 — Comparacdo das médias de absorbancia de Mucor sp. nos tempos 12, 24, 36, 48, 60 ¢ 72 horas, apds
o tratamento prévio de seus esporos com ConG 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos
controles. Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrio.

Tempo (h)/Tratamento ConG BSA NaCl
12 0,093 + 0,009 0,068 £ 0,001 0,062 + 0,004
24 0,102 + 0,007 0,069 + 0,002 0,056 = 0,011
36 0,202 + 0,002 0,130 £ 0,011 0,130 +0,012
48 0,262 + 0,004 0,176 £ 0,005 0,176 = 0,016
60 0,343 £ 0,010 0,260 £ 0,012 0,259 + 0,022
72 0,470 £ 0,030 0,398 +£ 0,017 0,395 + 0,043

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 17 — Perfil de crescimento de Mucor sp. quando seus esporos foram
tratados com ConG a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

O tratamento com CBol foi indicativo de uma cinética de estimulacdo. Entretanto,
tal estimulacgdo foi vista apenas apds 24, 36 e 48 horas. Nestes tempos de avalia¢do, observa-
se que existe claramente uma diferenga significativa entre o grupo tratado com a lectina e os
demais grupos. Entretanto, a avaliacdo estatistica mostrou que CBol ¢ diferente de BSA e
NaCl 0,15 M apenas no tempo de 24 horas. O mesmo ndo foi visto para os demais tempos,
muito possivelmente por conta do desvio-padrao levemente elevado do grupo tratado com
BSA. Desta forma, nos tempos 36 e 48 horas, a lectina foi diferente apenas de NaCl 0,15 M
(Tabela 6 e Figura 18, p. 41).
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Tabela 6 — Comparagdo das médias de absorbancia de Mucor sp. nos tempos 12, 24, 36 e 48 horas, apds o
tratamento prévio de seus esporos com CBol 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrio.

12 0,118 £ 0,004 0,108 = 0,009 0,083 + 0,007
24 0,259 £ 0,019 0,195 + 0,008 0,153 +0,014
36 0,348 £ 0,030 0,241 £0,014 0,196 + 0,039
48 0,513 £ 0,035 0,367 + 0,048 0,288 + 0,050

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 18 — Perfil de crescimento de Mucor sp. quando seus esporos foram
tratados com CBol a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

Ao contrario de ConA, que inibiu o crescimento de Mucor sp., ConBr estimulou
significativamente o seu crescimento. Tal estimulo comecou a ser notado a partir da leitura de
24 horas e foi visto até o tempo de 60 horas. Mesmo ap6s 72 horas, nota-se claramente uma
diferenca no crescimento do grupo tratado com ConBr em comparag@o aos outros grupos.
Entretanto, neste tempo ndo houve diferenca estatisticamente mensuravel muito
possivelmente devido ao elevado desvio padrao de ambos os controles (Tabela 7 e Figura 19,

p. 42).

Tabela 7 — Comparagdo das médias de absorbancia de Mucor sp. nos tempos 24, 36, 48, 60 ¢ 72 horas, apds o
tratamento prévio de seus esporos com ConBr 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padréo.

24 0,222 £ 0,017 0,166 + 0,005 0,147 + 0,007
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36 0,355+ 0,016 0,223 + 0,007 0,203 + 0,026
48 0,558 £ 0,012 0,332 £ 0,043 0,308 + 0,046
60 0,913 £ 0,051 0,564 + 0,086 0,565 + 0,081
72 1,258 +£ 0,029 0,830 + 0,159 0,838 £ 0,195

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 19 — Perfil de crescimento de Mucor sp. quando seus esporos foram
tratados com ConBr a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

Ao contrario das outras lectinas, o efeito de ConM sobre o crescimento de Mucor
sp. pareceu ser meramente proteico, haja visto que as poucas diferencas estatisticas
encontradas foram, principalmente, com relagdo ao grupo tratado apenas com NaCl 0,15 M

(Tabela 8 e Figura 20, p. 43).

Tabela 8 — Comparagdo das médias de absorbancia de Mucor sp. nos tempos 24, 36 ¢ 48 horas, apds o
tratamento prévio de seus esporos com ConM 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padréo.

24 0,222 +0,017 0,166 + 0,005 0,147 £ 0,007
36 0,355+ 0,016 0,223 + 0,007 0,203 + 0,026
48 0,558 £ 0,012 0,332 £ 0,043 0,308 + 0,046

Fonte: Dados na pesquisa



Figura 20 — Perfil de crescimento de Mucor sp. quando seus esporos foram
tratados com ConM a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.

ConM x Mucor sp.

1.0

0.8+

0.6+

0.4

Abs (As20)

0.2+

0.0

12 24 36 48 60
t (horas)

Fonte: Dados da pesquisa
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4.2 Efeito das lectinas sobre o crescimento de Rhizoctonia solani

O crescimento do basidiomiceto Rhizoctonia solani foi intensamente aumentado
quando seus esporos foram tratados durante 24 horas com ConA. A grande diferenca exibida
na taxa de crescimento entre o grupo tratado pela lectina e aquele por BSA, permite concluir
que o efeito ndo ¢ meramente proteico, e sim lectinico. ConA estimulou o crescimento de R.

solani a partir de 12 horas e tal efeito manteve-se até a ultima leitura (Tabela 9 e Figura 21).

Tabela 9 — Comparagdo das médias de absorbancia de R. solani nos tempos 12, 24, 36, 48, 60 ¢ 72 horas, apos o
tratamento prévio de seus esporos com ConA 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrao.

Tempo (h)/Tratamento ConA BSA NaCl
12 0,110 + 0,005 0,078 + 0,002 0,070 + 0,006
24 0,315+ 0,023 0,156 +£0,012 0,105 + 0,006
36 0,656 £ 0,024 0,392 £ 0,023 0,333 + 0,003
48 0,874 £ 0,025 0,571 £ 0,023 0,514 +0,016
60 1,055 £0,023 0,770 £ 0,021 0,711 £ 0,020
72 1,179 £ 0,037 0,978 £ 0,024 0,878 0,032

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 21 — Perfil de crescimento de R. solani quando seus esporos foram
tratados com ConA a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.

ConA x R. solani

1.5
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Fonte: Dados da pesquisa

Efeito semelhante ao de ConA foi visto no grupo tratado por ConG. Observa-se

que os perfis de crescimento sdo, de fato, muito semelhantes. Entretanto, diferentemente de
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ConA, a lectina ConG foi mostrou ser efetiva até o tempo de 60 horas (Tabela 10 e Figura
22).
Outro fato importante ¢ que a diferenca de crescimento entre o grupo teste € os

controle parece ser maior quando ConA foi utilizada.

Tabela 10 — Comparag@o das médias de absorbancia de R. solani nos tempos 12, 24, 36, 48 ¢ 60 horas, apds o
tratamento prévio de seus esporos com ConG 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrao.

12 0,098 + 0,008 0,073 £ 0,003 0,069 + 0,003
24 0,218 £ 0,013 0,134+ 0,012 0,123 +£0,010
36 0,483 + 0,007 0,340 £ 0,020 0,360 £ 0,012
48 0,691 + 0,007 0,500+ 0,012 0,537 + 0,007
60 0,936 £ 0,033 0,770 £ 0,019 0,755+ 0,011

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 22 — Perfil de crescimento de R. solani quando seus esporos foram
tratados com ConG a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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1.5
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Fonte: Dados da pesquisa

Na curva de crescimento do grupo tratado com CBol observa-se “visualmente”
que a lectina estimulou o crescimento de R. solani na maioria dos pontos testados. Entretanto,
os testes estatisticos mostraram que a diferenca entre CBol e controles foi vista apenas apds

36 e 48 horas de crescimento (Tabela 11 e Figura 23, p. 46).
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Tabela 11 — Comparagdo das médias de absorbancia de R. solani nos tempos 24, 36, ¢ 48 horas, apés o
tratamento prévio de seus esporos com CBol 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrio.

24 0,368 + 0,043 0,272 £ 0,027 0,236 £ 0,023
36 0,695 + 0,040 0,546 £ 0,020 0,524 + 0,024
48 0,952 + 0,044 0,805 + 0,025 0,779 £ 0,040

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 23 — Perfil de crescimento de R. solani quando seus esporos foram
tratados com CBol a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.

CBol x R. solani
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Fonte: Dados da pesquisa

O perfil de crescimento de R. solani tratado com ConBr ¢ semelhante aquele visto
para ConG. Assim como ConG, ConBr mostrou ser diferente dos controles desde o primeiro
tempo avaliado (12 horas) e até o tempo antepenultimo tempo (48 horas) (Tabela 12 e Figura
24, p. 47).

Vale ressaltar que as diferengas entre ConBr e ConA sdo minimas, em termos de
estrutura e sequéncia de aminoacidos. Entretanto, varios trabalhos apresentam potenciais de
atividades diferentes entre tais lectinas. Na maioria das vezes, tal diferenca pode inclusive

residir na intensidade do efeito de cada uma delas.

Tabela 12 — Comparagdo das médias de absorbancia de R. solani nos tempos 12, 24, 36, ¢ 48 horas, apés o
tratamento prévio de seus esporos com ConBr 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padréo.

12 0,169 £0,016 0,094 £ 0,014 0,086 = 0,009
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24 0,412+ 0,013 0,267 £ 0,034 0,212 + 0,006
36 0,733 £ 0,007 0,536 £ 0,031 0,491 £+ 0,002
48 0,955+ 0,004 0,779 + 0,033 0,744 + 0,009

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 24 — Perfil de crescimento de R. solani quando seus esporos foram
tratados com ConBr a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

Assim como ConBr, ConM estimulou o crescimento de R. solani na maioria dos
tempos testados (Tabela 13 e Figura 25, p. 48). O tnico tempo na qual ela ndo foi diferente de
ambos os controles foi 72 horas, possivelmente por conta do desvio-padrao do grupo tratado

com BSA.

Tabela 13 — Comparagdo das médias de absorbancia de R. solani nos tempos 12, 24, 36, 48 ¢ 60 horas, apds o
tratamento prévio de seus esporos com ConM 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padréo.

12 0,162 + 0,003 0,076 = 0,001 0,067 = 0,003
24 0,360 + 0,006 0,191 £0,010 0,112 + 0,007
36 0,647 + 0,008 0,444 + 0,021 0,358 £ 0,025
48 0,839 +0,014 0,596 £ 0,019 0,543 + 0,029
60 1,020 £ 0,018 0,763 + 0,007 0,731 + 0,032

Fonte: Dados na pesquisa



Figura 25 — Perfil de crescimento de R. solani quando seus esporos foram
tratados com ConM a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa
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4.3 Efeito das lectinas sobre o crescimento de Colletotrichum musae

O tratamento dos esporos do ascomiceto C. musae com ConA, induziu um
aumento de seu crescimento, principalmente nos tempos de 24, 36 e 48 horas, ocasides nas
quais o grupo tratado com a lectina foi estatisticamente diferente de ambos os controles (BSA
e NaCl 0,15 M). A cinética de seu crescimento ¢ demonstrada a seguir (Tabela 14 e Figura

26).

Tabela 14 — Comparagdo das médias de absorbancia de C. musae nos tempos 24, 36 ¢ 48 horas, apés o
tratamento prévio de seus esporos com ConA 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrio.

Tempo (h)/Tratamento ConA BSA NaCl
24 0,245 +0,014 0,099 £+ 0,005 0,091 + 0,001
36 0,534 £ 0,017 0,261 + 0,023 0,310 £ 0,019
48 0,739 £ 0,016 0,438 £ 0,026 0,534 + 0,028

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 26 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com ConA a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

Ja ConG exerceu uma forte estimulagdo sobre C. musae. O grupo tratado com a
lectina foi estatisticamente diferente de ambos os grupos controles em todos os momentos em

que o crescimento foi avaliado (Tabela 15 e Figura 27, p. 50).
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Tabela 15 — Comparagdo das médias de absorbancia de C. musae nos tempos 12, 24, 36, 48, 60 e 72 horas, apds
o tratamento prévio de seus esporos com ConG 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos
controles. Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrio.

12
24
36
48
60
72

0,106 £ 0,013
0,243 + 0,026
0,497 £ 0,012
0,729 £ 0,016
1,017 £ 0,032
1,203 + 0,030

0,070 £ 0,001
0,142 + 0,003
0,329 + 0,006
0,511 +0,012
0,776 £ 0,013
1,035+ 0,021

0,064 + 0,004
0,106 0,016
0,293 + 0,023
0,460 0,015
0,708 = 0,022
0,952 + 0,050

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 27 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com ConG a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

J& o efeito de CBol sobre C. musae nao foi muito significativo. A lectina somente

foi diferente de ambos os controles do tempo de 24 horas (Tabela 16 e Figura 28, p. 51).

Tabela 16 — Comparacéo das médias de absorbancia de C. musae no tempo de 24 horas, ap6s o tratamento prévio
de seus esporos com CBol 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles. Os valores médios
estdo acompanhados pelo desvio-padréo.

24 0,332+ 0,011 0,254 £ 0,012 0,170 £ 0,016

Fonte: Dados na pesquisa
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Figura 28 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com CBol a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

O efeito de ConBr sobre C. musae foi significativo em trés momentos diferentes.
Nestes tempos, o tratamento com a lectina foi estatisticamente diferente de ambos os

controles (Tabela 17 e Figura 29, p. 52).

Tabela 17 — Comparagdo das médias de absorbancia de C. musae nos tempos de 12, 24 ¢ 36 horas, apds o
tratamento prévio de seus esporos com ConBr 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padréo.

12 0,200 + 0,026 0,102 + 0,008 0,085 + 0,004
24 0,525 + 0,063 0,244 £ 0,013 0,188 £ 0,011
36 0,820 £ 0,072 0,597 £ 0,011 0,487 £0,018

Fonte: Dados na pesquisa
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Figura 29 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com ConBr a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

Assim como em ConG, o tratamento com ConM foi efetivo na estimulagao do

crescimento de C. musae na maioria dos tempos avaliados (Tabela 18 e Figura 30, p. 53).

Tabela 18 — Comparagdo das médias de absorbancia de C. musae nos tempos 24, 36, 48, e 60 horas, ap6s o
tratamento prévio de seus esporos com ConM 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrao.

24 0,341 + 0,022 0,115+ 0,020 0,088 + 0,028
36 0,614 + 0,031 0,270 + 0,007 0,271 £ 0,061
48 0,818 = 0,037 0,459 £ 0,013 0,491 + 0,061
60 1,039 £ 0,037 0,672 + 0,031 0,806 + 0,064

Fonte: Dados na pesquisa



Figura 30 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com ConM a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

53
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4.3 Efeito das lectinas sobre o crescimento de Colletotrichum lidemuthianum

Assim como feito com os outros espécimes fungicos, os esporos de C.
lindemuthianum foram submetidos ao contato prévio com as lectinas antes de serem
inoculados para crescimento. Os resultados mostraram que ConA ndo exerceu nenhuma acao
significativa sobre o crescimento fungico. Por sua vez, ConA apenas foi diferente do grupo

tratado com NaCl 0,15 M no tempo de 48 horas (Tabela 19 e Figura 31).

Tabela 19 — Comparacdo das médias de absorbancia de C. lindemuthianum no tempo de 24, 36, 48, ¢ 60 horas,
apo6s o tratamento prévio de seus esporos com ConA 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos
controles. Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrio.

Tempo (h)/Tratamento ConA BSA NaCl
48 0,401 £ 0,020 0,381 £0,016 0,314 + 0,021

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 31 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com ConA a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

Com relagdo aos resultados encontrados com o tratamento por ConG, observou-se
que a lectina ¢ diferente de ambos os controles apenas nos tempos de 12 e 36 horas. Nos
tempos de 24 e 48 horas a lectina ¢ estatisticamente diferente somente do controle negativo

(Tabela 20 e Figura 32, p. 55).
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Tabela 20 — Comparagdo das médias de absorbancia de C. lindemuthianum no tempo de 12 e 36 horas, apds o
tratamento prévio de seus esporos com ConG 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrio.

12 0,096 = 0,009 0,068 = 0,004 0,064 + 0,003
36 0,334 + 0,020 0,278 = 0,003 0,196 £ 0,012

Fonte: Dados na pesquisa

Figura 32 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com ConG a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

Ja para CBol, os dados mostram que apesar de haver uma tendéncia na
estimulag¢do do crescimento fungico por parte do grupo tratado com a lectina, somente houve
diferenca significativa entre os grupos controle e a lectina nos tempos de 36 e 72 horas

(Tabela 21 e Figura 33, p. 56).

Tabela 21 — Comparagdo das médias de absorbancia de C. lindemuthianum no tempo de 36 ¢ 72 horas, apds o
tratamento prévio de seus esporos com CBol 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos controles.
Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padréo.

36 0,704 £ 0,007 0,575+ 0,034 0,422 +£0,018
72 1,531 £0,011 1,474 £ 0,019 1,434 +£ 0,010

Fonte: Dados na pesquisa



Figura 33 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com CBol a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa
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ConBr foi a lectina que melhor estimulou o crescimento de C. lindemuthianum.

Seu perfil de estimulagdo foi visto na maioria dos tempos testados. Nestes, ConBr foi

estatisticamente diferente tanto do controle negativo quanto do controle proteico (Tabela 22 e

Figura 34, p. 57).

Tabela 22 — Comparagdo das médias de absorbancia de C. lindemuthianum no tempo de 12, 24, 60 e 72 horas,
apo6s o tratamento prévio de seus esporos com ConBr 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos
controles. Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrio.

12
24
60
72

0,164 + 0,008
0,351 £ 0,005
1,498 + 0,002
1,560 + 0,002

0,109 £ 0,012 0,069 + 0,002
0,259 £ 0,024 0,142 + 0,008
1,416 £ 0,012 1,347 £ 0,034
1,479 £ 0,008 1,425 + 0,022

Fonte: Dados na pesquisa
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Figura 34 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com ConBr a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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Fonte: Dados da pesquisa

Por fim, quando os esporos de C. lindemuthianum foram previamente tratados
com ConM, nenhum resultado significativo foi refletido no crescimento fungico. ConM foi
diferente do controle negativo nos tempos 12, 48 e 60 horas, e do proteico ap6s 72 horas

(Tabela 23 e Figura 35, p. 58).

Tabela 23 — Comparagdo das médias de absorbancia de C. lindemuthianum no tempo de 12, 48 ¢ 60 horas, apds
o tratamento prévio de seus esporos com ConM 0,5 mg/mL. Comparar com a absorbancia dos referidos
controles. Os valores médios estdo acompanhados pelo desvio-padrio.

12 0,125 +£ 0,028 0,073 £ 0,005 0,063 + 0,004
48 0,538 £ 0,076 0,345 £ 0,046 0,249 + 0,037
60 1,069 £ 0,095 0,791 + 0,083 0,506 + 0,087

Fonte: Dados na pesquisa



Figura 35 — Perfil de crescimento de C. musae quando seus esporos foram
tratados com ConM a 0,5 mg/mL por 24 horas, antes se serem inoculados em
meio BDC. (#): estatisticamente significante em relagdo ao NaCl 0,15 M e (*)
com relagdo a BSA 0,5 mg/mL. p<0,01.
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5 DISCUSSAO

A unidade propagativa dos fungos, o esporo, tem fun¢do semelhante a de uma
semente, diferindo dela por ndo conter um embrido pré-formado. Os esporos germinam, sob
condig¢des favordveis, emitindo o tubo germinativo ou hifa primdria, que se ramifica formando
o micélio (conjunto de hifas). Hifas especializadas para a nutricdo, chamadas hifas
vegetativas, penetram no substrato em busca de alimento, enquanto que hifas reprodutivas ou
aéreas especializam-se na producdo de esporos (TORTORA; FUNKE; CASE, 2000).

Lectinas representam um grupo estruturalmente heterogéneo de proteinas de
origem ndo-imune que possuem a caracteristica de se unir a carboidratos com alta
especificidade (CAVADA et al., 2001). Sdo proteinas bem versateis e por isso possuem
aplicacdes diretas na pesquisa biologica e biomédica. Em consequéncia disto, possuem o
potencial de serem utilizadas diretamente como ferramentas biotecnolégicas (SHARON; LIS,
1989).

Desde muito cedo se sabe que possivelmente devido a sua especificidade, lectinas
ligantes a quitina sem atividade enzimatica podem desempenhar papel de defesa das plantas
contra o ataque de fungos. Como exemplos se pode citar a heveina (4,7 kDa), proteina que
possui cisteina em grande quantidade, extraida do latex da Hevea brasiliensis (ARCHER,
1960) e que apresenta homologia com outras proteinas ligantes de quitina como a WGA (36
kDa) (WRIGHT; BROOKS; WRIGHT, 1985).

Lectinas isoladas de semente, especificas para glicose/manose possuem acao
sobre o crescimento de fungos fitopatogénicos como comprovado por Boleti (2003). Em sua
tese de doutorado, a autora demonstrou que a lectina da semente de Pouteria torta inibiu o
crescimento de esporos dos fungos Fusarium oxysporum € Colletotrichum musae.

No presente estudo foi demonstrado que a lectina de Canavalia ensiformis a qual
possui especificidade pelos carboidratos glicose/manose inibiu o crescimento de esporos do
fungo Mucor sp., no entanto, a mesma lectina possuiu efeito estimulatorio sobre os esporos de
dois outros fungos fitopatogénicos, Rhizoctonia solani e Colletotrichum musae. No trabalho
de Boleti em 2003, foi demonstrado que Colletotrichum musae teve seus esporos inibidos
pela lectina de Pouteria torta (BOLETI, 2003). Na presente pesquisa, apenas C.
lindemuthianum ndo sofreu nenhuma atividade biologica significativa quando teve seus

esporos submetidos ao contato com a lectina ConA.
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A lectina de Canavalia brasiliensis difere em apenas dois residuos de
aminoacidos da lectina de Canavalia ensiformis, sendo que estes residuos ndo estdo préximos
do sitio de ligagdo a carboidratos em ambas as proteinas (GRANGEIRO et al., 1997; SANZ-
APARICIO et al., 1997). Apesar desta diferenca estrutural minima, o efeito da lectina ConBr
sobre o fungo Mucor sp. foi exatamente o contrdrio do encontrado nos testes realizados
utilizando-se a lectina ConA, visto que a lectina de Canavalia brasiliensis estimulou o
crescimento dos esporos do zigomiceto Mucor sp. Acredita-se que as atividades biologicas
distintas apresentadas pelas lectinas de Canavalia ensiformis e Canavalia brasiliensis se
devem ao fato de que sdo consequéncias de apenas uma substituicdo ndo-conservativa que
afeta o sitio de ligacdo a carboidratos, fazendo com que este fique mais aberto em ConBr do
que em ConA (SANZ-APARICIO et al., 1997). Assim sendo, ConBr (e outras lectinas
isoladas de Canavalia) ndo devem ser consideradas meramente como lectinas “ConA-like”,
uma vez que pequenas modificagdes podem ser indicativas de alteracdo na intensidade da
atividade bioldgica ou mesmo inversao de seu efeito.

Em 2005 foram demonstradas atividades bioldgicas diferentes entre ConA e
ConBr com relagdo a modulacao da plasticidade do sistema nervoso central por tais lectinas.
No referido trabalho, a atividade exercida pela lectina ConBr foi capaz de induzir a
fosforilagdo de ERK1/2 em sinaptossomas, mas ndo a fosforilagdo de JNK1/2, sugerindo que
possiveis alvos de lectinas na membrana sinaptossomal podem estar ativando a cascata de
ERKs. Ja a lectina ConA ndo foi capaz de induzir a fosforilagdo de ERKI1/2 em
sinaptossomas, demonstrando resultados diferentes entre lectinas com similaridade estrutural
(PEREIRA, 2005).

Com relagdo aos fungos ¢ importante salientar que o género Mucor ganha
destaque na biotecnologia sendo responsavel pela producdo de vérias enzimas como: amilase,
lipase, pectinase e protease (ALVES et al, 2002). Mucor hiemalis, M. racemosus
(PERRAUD; LABORET, 1995) e M. miechei sdao espécies que apresentam atividade
enzimatica de importdncia comercial, com enzimas protedsicas ja purificadas e
comercializadas (ESCOBAR; BARNETT, 1993) Considerando-se que ConBr exerceu forte
estimulo no crescimento de Mucor sp., tal lectina podera ser utilizada como um adjuvante no
crescimento de tais fungos em ambiente industrial, e assim aumentar a producdo de enzimas
como as outrora citadas.

E importante salientar ainda que os fungos foram escolhidos considerando-se sua
abrangéncia taxonOmica, pois os espécimes participantes deste estudo estavam distribuidos

dentro das trés grandes classes do Reino Fungi, Zygomycetes, Ascomycetes e
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Basidiomycetes. Desta forma, observa-se também que mesmo fungos agrupados em
categorias taxonOmicas distintas podem sofrer atividades bioldgicas semelhantes
desencadeadas por proteinas distintas, mas com afinidade por carboidratos especificos.

Nao foi possivel determinar o mecanismo de interagdo da proteina com o fungo,
no entanto sabemos que o desenvolvimento de uma camada externa de prote¢do, nomeada de
parede celular, ¢ uma etapa critica para o crescimento e sobrevivéncia da célula fungica nos
mais diversos ambientes nos quais os fungos conseguem viver. Células fungicas desprovidas
de suas paredes celulares podem regenerar a estrutura da parede sobre condigdes de protecao
osmotica e nutricionais. Entretanto, quando as células crescem sob condigdes normais, o
desenvolvimento da estrutura da parede celular ¢ baseado na existéncia de tal parede nas
células progenitoras. A parede celular serve como uma ferramenta para a incorporagao de
novos materiais diretamente nas regides em crescimento (DURAN; PEREZ, 2004)

O mecanismo regulatorio do desenvolvimento da parede celular em fungos parece
ainda obscuro. No entanto Sestak et al. (2004) langaram luz sobre este problema, quando
demonstraram que duas proteinas da levedura Saccharomyces cerevisiae, nomeadas Scw4p e
Scw10p agem como gluconases ou transglicosidases em parceria com outras glicoproteinas da
parede celular para assegurarem sua integridade. Finalmente, foi forneceu-se um exemplo de
mecanismo de controle interno da parede celular favorecendo seu desenvolvimento correto.
Kipnis et al. (2004) demonstraram que Betlp, um proteina envolvida na transi¢do de
constituintes da parede celular entre reticulo endoplasmatico e complexo de Golgi, quando
defeituosa pode causar defeitos severos na sintese da parede.

Outros pesquisadores descreveram algumas caracteristicas especificas da Wsclp
de S. cerevsiae, uma glicoproteina de membrana que age como um sensor para ativar a via de
integridade da célula (cascata da MAP quinase controlada por Pkcl) pela interagdo com a
proteina G Rhol (VAY; PHILIP; LEVIN, 2004). Além disso, outras pesquisas também
esclareceram detalhes no mecanismo de ativagdo das quinases que sdo de extrema relevancia
para a integridade da célula. Estes trabalhos demonstraram que a fosforilagdo de PDK1 ¢
indispensavel para a ativagdo de outras proteinas quinases que estdo envolvidas diretamente

na integridade da célula (ROELANTS; TORRANCE; THORNER, 2004).
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6. CONCLUSAO

Ap6s realizagdo da presente pesquisa ¢ possivel concluir que:

= ConA inibe o crescimento do fungo Mucor sp., no entanto estimula os fungos
Rhizoctonia solani, Colletotrichum musae. Ja sobre Colletotrichum
lindemuthianum, ConA ndo exerce efeito biologico estatisticamente

mensuravel;

= ConBr estimula fortemente o crescimento de Mucor sp., Rhizoctonia solani e
Colletotrichum musae. Sobre os esporos de Colletotrichum lindemuthianum,

ConBr apresenta estatistica apenas quando comparada com NaCl 0,15 M;

= CGL estimula fortemente os fungos Mucor sp., Rhizoctonia solani e
Colletotrichum musae e assim como ConBr em C. lindemuthianum apresenta

estatistica estimulatéria quando comparada com NaCl 0,15 M;

= CBol e ConM apresentam poucos dados estatisticos que evidenciem a

estimulacao em Mucor sp.;

= CBol e ConM estimulam o crescimento de Rhizoctonia solani. Sobre C. musae
a lectina de C. boliviana possuiu dados estatisticos em sua grande maioria
quando comparados com NaCl 0,15 M. Ja ConM estimula fortemente o

crescimento de C. musae;

= CBol ¢ ConM estimulam C. lindemuthianum em apenas alguns tempos de

crescimento.
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