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RESUMO

Lectinas sdo (glico) proteinas que se ligam de maneira especifica e reversivel a carboidratos.
Essas proteinas, em particular as de origem vegetal, sdo consideradas importantes ferramentas
nos estudos de glicobiologia. Canavalia bonariensis Lindl é uma espécie pertencente a
familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae, sub-tribo Diocleinae e
nativa da regido sul do pais. Neste trabalho foi realizado a andlise da sequéncia primdria da
CaBo (Lectina de Canavalia bonariensis), bem como avaliacdo preliminar dos efeitos pro-
inflamatérios da lectina. A purificagdo da CaBo foi realizada por meio de cromatografia
liquida e o processo foi monitorado por SDS-PAGE e atividade hemaglutinante. Se observou
que a lectina purificada € caracterizada por um perfil eletroforético composto por uma banda
superior de aproximadamente 25 kDa e duas bandas inferiores de massa molecular aparente
de aproximadamente 14 e 12 kDa. CaBo foi testada quanto a termoestabilidade da sua
atividade hemaglutinante apés incubacdo por 1 hora em diferentes temperaturas perdendo
atividade somente a 80°C apds 1 hora. Quanto a estabilidade em diferentes pH, ela manteve-
se estdvel em uma faixa de pH entre 7,0 € 9,0. A atividade da CaBo também fo1 afetada apds
dilui¢do seriada na presenca do agente quelante EDTA e foi recuperada significativamente
apo6s adicdo de CaCl, e MnCly, mostrando-se dependente de cdtions metdlicos bivalentes. A
andlise por espectrometria de massas indicou que a CaBo possui uma cadeia a de massa
25512 Da e duas subunidades (cadeias B e y) de massa 12999 Da e 12537 Da,
respectivamente. A sequéncia primaria da lectina foi determinada por associagcdo das técnicas
de espectrometria de massas sequencial e biologia molecular, pela tradu¢ao do cDNA do gene
isolado da lectina. A CaBo apresentou alta similaridade sequencial com lectinas da mesma
subtribo e a avaliacdo filogenética indicou que a proteina deva ser a mais primitiva dentre as
lectinas do mesmo género. A CaBo apresentou atividade inflamatéria no modelo de edema de
pata de rato, sendo necessdrio realizacdo testes complementares a fim de elucidar o efeito

bioldgico da lectina.

Palavras-chave: Canavalia bonariensis; Lectina; Diocleinae; Filogenia; Efeito

edematogénico.
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ABSTRACT

Lectins are (glycol) proteins that bind specifically and reversibly to carbohydrates. These
proteins, in particular those from plant, are important tools in glicobiochemistry and
glycobiology. Canavalia bonariensis Lindl is a species of Leguminosae family,
Papilionoideae subfamily, tribe Phaseoleae, subtribe Diocleinae, native of the southern region
of the country. In this work was realized the analysis of the primary sequence of CaBo
(Canavalia bonariensis lectin) and preliminary evaluation of the pro-inflammatory effects of
the lectin. The purification of CaBo was realized through affinity chromatographic and the
process was monitored by SDS-PAGE and hemagglutinating activity. It was observed that the
purified lectin is characterized by an electrophoretic profile that consists of a higher band
with approximately 29 kDa, and two bottom bands with apparent molecular mass of 14 and
12 kDa. CaBo was tested for the thermostability of their hemagglutinating activity after
incubation for one hour at different temperatures, losing activity only at 80° C after one hour.
Regarding its stability at different pH, CaBo was stable in a pH range between 7.0 and 9.0.
The CaBo activity was also affected after serial dilution in the presence of the chelating agent
EDTA and it was recovered significantly after addition of CaCl, and MnCl», proving to be
dependent of divalent metal cations. The analysis by mass spectrometry indicated that CaBo
has an a chain with molecular mass of 25512 kDa and and two subunits ($ and y chains) with
molecular mass of 12999 Da and 12537 Da, respectively. The primary sequence of the lectin
was determined by a combination of tandem mass spectrometry and molecular biology, by the
translation of cDNA isolated from the lectin’s gene. CaBo presented high sequencial
similarity with lectins from the same subtribe and the phylogenetic evaluation indicated that
the protein must be the most primitive among lectins from the same gender. CaBo showed
inflammatory activity in the rat paw edema model, and it is necessary to realize others test in

order to elucidate the biological effect of the lectin.

Keywords: Canavalia bonariensis; Lectin; Diocleinae; Phylogeny; Edematogenic Effect
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1 INTRODUCAO

Nos tltimos anos centenas de lectinas ja foram estudadas e caracterizadas nos
mais diversos aspectos. Essas proteinas t€ém a capacidade de se ligar reversivel e
especificamente a carboidratos e estdo presentes em variados fendmenos bioquimicos que
acontecem dentro e fora das células. As caracteristicas préprias das lectinas fazem com que
elas tenham funcdes especificas e propriedades bioldgicas distintas e ainda possam ser
utilizadas como ferramentas moleculares nas investigagdes de diversas caracteristicas
celulares.

Atualmente, estas proteinas t€ém mostrado aplicabilidades em diversas dareas
cientificas, que vao da medicina a agricultura, tendo em vista suas propriedades tais como,
atividade inseticida (MACEDO et al., 2007; OHIZUMI et al, 2009, BENETEAU et al.,
2010), atividade anti-inflamatdria e pré-inflamatéria (FREIRE et al. 2003, BENJAMIN et al.,
1997, ASSREUY et al., 1997, ALENCAR et al., 2005), efeito vasodilatador em anéis de aorta
(ASSEREUY et al., 2009), e inducio de apoptose (BARBOSA et al., 2001), entre outros.
Assim, muitas destas proteinas s@o consideradas ferramentas bdsicas para dreas como a
biotecnologia.

Apesar das lectinas vegetais apresentarem estruturas primdrias bem conservadas e
similaridade nas suas propriedades fisico-quimicas, também apresentam variabilidade quanto
as varias propriedades/func¢des bioldgicas que podem desempenhar. Dessa forma, cada lectina
pode ter sua potencialidade de aplicacdo, o que justifica que cada uma delas, por mais
semelhante que possa parecer com outra lectina, mereca ser estudada isoladamente. A
capacidade das lectinas de reconhecimento de carboidratos e glicoconjugados foi sendo
conservada durante o tempo e o estudo filogenético dessas proteinas baseado nas suas
estruturas primdrias, permite acompanhar a inferéncia do processo evolutivo nessas espécies.

As lectinas de leguminosas, em especial as da subtribo Diocleinae sdo proteinas
altamente similares, mas que apresentam diferencas na poténcia e eficcia das suas atividades
biologicas (DELATORRE er al., 2006). Desse modo, a deteccdo, o isolamento, a
caracterizacdo fisico-quimica, biolégica e estrutural de novas lectinas sdo importantes visto
que novas e diferentes aplicabilidades podem ser encontradas para essas biomoléculas.

Assim, em busca de alcancar melhor compreensao destas proteinas e novas
moléculas com aplicagdes biotecnoldgicas, o objetivo deste trabalho foi de purificar uma nova

lectina presente em sementes de Canavalia bonariensis LINDL, realizar um estudo fisico-
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quimico e estrutural e avaliar de modo preliminar os efeitos inflamatérios da proteina em

modelo de edema de pata em camundongos.
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2 REVISAO BIBLIOGRAFICA

2.1 Lectinas: breve historico e definicao.

A primeira descri¢do de lectinas ocorreu em 1888 por Peter Hermann Stillmark
em sua tese de doutorado, analisando a toxicidade de extratos de mamona, Ricinus communis.
A comunidade cientifica ja havia identificado uma fra¢do altamente téxica extraida das
sementes da mamona e Stillmark foi o primeiro a relatar a existéncia de uma proteina que era
responsavel por essa toxicidade e que era capaz de aglutinar eritrdcitos, e a nomeou de Ricina.
Esse estudo foi um marco para a bioquimica vegetal. Posteriormente, Hellin relatou que o
jequiriti, Abrus precatorius, também era toxico e possuia a mesma capacidade, nomeando a
nova hemaglutinina de Abrina (PEUMANS; VAN DAMME, 1998).

Alguns anos mais tarde em 1890, Ehrlich, decidiu trabalhar com Ricina e Abrina
no lugar de bactérias téxicas em modelos de antigenos para estudos em imunologia. A
utilizacdo destas biomoléculas levou Ehrlich a descoberta dos principios fundamentais da
imunologia, quer seja o desvendamento da reacdo antigeno/anticorpo, o fendmeno da
memoria imunoldgia e a transferéncia da imunidade humoral da mae para seus descendentes.
(SHARON; LIS, 2004).

Em 1919 a primeira lectina de planta foi isolada por James B. Sumner na Universidade
Cornell (Ithca, Nova York) a partir de sementes de Canavalia ensiformis e foi denominada de
ConA. Duas décadas depois, Summer e Howell (1936) relataram que a ConA aglutinava tanto
células, como eritrdcitos e leveduras como também precipitava glicogénio em solucdo. Eles
também mostraram a inibicdo da atividade hemaglutinante da ConA por sacarose,
demonstrando pela primeira vez a especificidade de lectinas por agucares, sugerindo que
poderia haver uma interacdo entre essas proteinas e carboidratos presentes na superficie
celular (SHARON; LIS, 2004).

A habilidade das lectinas em reconhecer e aglutinar eritrocitos especificos foi
entdo investigada por Boyd e Shapleigh (1954), que propuseram o termo “Lectina” (do latin
"legere" significa escolher ou selecionar) e a primeira definicdo como sendo proteinas que se
ligam reversivelmente a carboidratos, aglutinam células e/ou precipitam polissacarideos e
glicoproteinas (SHARON; LIS, 2004). Esse termo foi entdo generalizado por Sharon e Lis
(1972) para abranger todas as aglutininas agucar-especificas e de origem ndo imune,
independente da sua fonte ou da sua especificidade. As lectinas sdo também referidas na

literatura como aglutininas ou fitoaglutininas.
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As contribui¢des incorporadas por Stilmark marcaram o inicio do centendrio da
identificacdo de lectinas, e do estudo de purificagdo, caracterizacdo, propriedades bioldgicas e
funcdes biotecnoldgicas dessas aglutininas. Até o inicio dos anos 60, ndo se sabia muito sobre
as lectinas. A presenca das hemaglutininas ji havia sido reportada em vdrios orgnismos,
principalmente plantas, mas poucas haviam sido isolados. A grande descoberta da década
ocorreu quando Nowell (1960) descobriu que a PHA, lectina de sementes de Phaseolus
vulgaris, era mitogénica para linfécitos e provou que a estimulacdo mitogénica era um
resultado da ligacdo entre a lectina e o agicar da superficie do linfécito, sendo a primeira
demonstrag@o do papel bioldgico dos carboidratos presente na superficie das células.

Com o avan¢co do conhecimento, surgiu a necessidade de uma melhor
compreensdo sobre os aspectos estruturais de lectinas e iniciaram-se as investigacoes a nivel
molecular. Em 1972, Edelman et al. estabeleceram a sequéncia primdria de ConA
(MORGAN; WATKINS, 2000). No mesmo ano, o grupo Edelman e de maneira independente
Karl Hardman com Clinton Ainsworth, resolveram a estrutura tridimensional da ConA por
cristalografia de raios X (EDELMAN et al., 1972; HARDMAN et al., 1972). Durante as duas
ultimas décadas, as estruturas primdrias e tridimensionais de centenas de lectinas foram, e
ainda vém sendo, estabelecidas (SINGH, SARATHI, 2012). Ao mesmo tempo, também tém
sido demonstradas vérias funcdes das lectinas como moléculas de reconhecimento célula-
molécula e interagdes célula-célula em uma variedade de sistemas biologicos (SHARON;
LIS, 2004).

ApOs a publicagdo de vdrios estudos estruturais e funcionais de vérias lectinas,
Peumans e Van Damme (1995) propuseram a definicdo mais atual e umas das mais aceitas
pela comunidade cientifica. De acordo com essa definicdo, as lectinas s@o uma classe de
proteinas de origem ndo imune caracterizadas pela sua capacidade em interagir de maneira
especifica e reversivel com mono ou oligossacarideos. Esta definicdo ndo se detém a
caracteristicas de lectinas como hemaglutinacio de células ou precipitacio de
glicoconjugados, mas sim no tipo de ligacdo entre a lectina e seu ligante (PEUMANS; VAN
DAMME, 1995).
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2.2 Lectinas de plantas

As lectinas sdo proteinas amplamente distribuidas na natureza, sendo encontras
em virus, bactérias, animais, algas e em sua grande maioria isoladas a partir de plantas. As
lectinas vegetais podem ser encontradas em frutos, folhas, caules e sementes, onde nestas é
possivel encontrar a maior concentracdo dessas proteinas, podendo chegar até 10% do peso
total da mesma (VAN DAMME; PEUMANS, 1990).

As lectinas vegetais sdo consideradas um grupo heterogéneo de proteinas por
serem diferentes entre si no que diz respeito as propriedades bioquimicas e fisico-quimicas,
relacdo evoluciondria, estrutura molecular, especificidade e atividades bioldgicas (VAN
DAMME et al., 1998), o que torna laboriosa a tarefa de classificd-las considerando todos os
aspectos que as descrevem simultaneamente.

Van Damme et al. (1998) subdividiu as lectinas vegetais em quatro classes
principais de acordo com a sua estrutura e seu sitio de ligacdo a carboidratos: merolectinas,
hololectinas, quimerolectinas e superlectinas.

As merolectinas sdo proteinas que consistem exclusivamente de um tnico
dominio de ligacdo a carboidrato. Devido seu cardter monovalente, ndo possuem capacidade
de oligomerizagdo e assim sdo incapazes de precipitar glicoconjugados ou aglutinar células. A
heveina, uma proteina do latex de seringueira (Hevea brasiliensis), que se liga a quitina, € um
exemplo de uma tipica merolectina (VAN PARIIS ez al., 1991).

As hololectinas possuem mais de um sitio de ligacdo a carboidratos sendo esses
muito idénticos ou semelhantes e assim sdo capazes de precipitar células ou aglutinar
glicoconjugados. As hololectinas comportam-se como verdadeiras aglutininas e
compreendem a maioria das lectinas de plantas ja estudas. Sdo exemplos tipicos de
hololectinas aquelas encontradas em sementes de plantas pertencentes a subtribo Diocleinae,
tais como as lectinas de Canavalia brasiliensis, Dioclea grandiflora e Cratylia floribunda
(CAVADA et al., 2001).

As quimerolectinas possuem, além do sitio de ligacdo a carboidrato, um outro
dominio de ligacdo que pode ter uma atividade catalitica bem definida, ou atividade biolégica
e que age independentemente dos dominios de carboidratos ligantes. Dependendo do nimero
de sitios de ligacao a carboidratos, as quimerolectinas podem se comportar como merolectinas
ou hololectinas. O pricinpal exemplo dessa classe de lectinas sdo as proteinas inativadoras de
ribossomos (RIP tipo 2), que tem como representante a Ricina (toxina da mamona), que

possui dois dominios de ligagdo para carboidratos comportando-se como uma hololectina e
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um dominio para a inativacdo de ribossomo (PEUMANS; VAN DAMME, 1998). Uma outra
lectina que também possui caracteristicas de uma quimerolectina é a PPL-2, uma lectina
isolada de sementes de Parkia platycephala que possui, além do sitio ligante a carboidrato,
um sitio catalitico com atividade endoquitindsica (CAVADA et al., 2006).

As superlectinas consistem de no minimo dois dominios de ligacdo para
carboidratos, no entanto, reconhecem acucares estruturalmente distintos. Um exemplo € a
lectina do bulbo de tulipa (TXLCI) que é formada por dois dominios de ligacdo a carboidrato,
que reconhecem Manose e GalNAc, respectivamente (VAN DAMME et al., 1996).

Van Damme et al., (1998) também propuseram uma classificacdo das lectinas
baseado em relagdes soroldgicas e/ou semelhangas de sequéncias, bem como nas suas
relacdes evolutivas. De acordo com esse sistema, as lectinas foram subdividas em setes
familias, sendo elas: lectinas de leguminosas; lectinas de monocotiledoneas ligantes a
manose; lectinas ligantes a quitina contendo dominios heveinicos; proteinas inativadoras de
ribossomos tipo 2 (RIP tipo 2); lectinas relacionadas a jacalina; lectinas do floema de
Curcubitaceae e lectinas de Amaranthaceae. Examinaremos adiante as particularidades das

lectinas de leguminosas, as quais merecem topico a parte.

2.3 Lectinas de leguminosas

As lectinas de leguminosas correspondem a familia de lectinas de plantas mais
estudada. Essas aglutininas representaram um papel importante no desenvolvimento do estudo
das lectinas devido a sua abundincia nas sementes, além de terem, em sua maioria, um
processo simples de purificagdo. Por exibir uma vasta variedade de especificidade por
acucares, essas lectinas podem ajudar a resolver questdes de como proteinas se ligam a
carboidratos (SHARON; LIS, 1990).

Lectinas de leguminosas compartilham alto grau de similaridade sequencial e
estrutural e apresentam-se preferencialente na forma de homodimero ou homotetramero.
Apesar da alta homologia entre si, apresentam grande variabilidade quanto a especificidade
por carboidratos, sendo, portanto um modelo perfeito para estudos estruturais de proteinas.
Possuem entre 25 e 30 kDa sendo composta por uma cadeia de aproximadamente 250
aminodcidos e geralmente se associam como dimeros ou tetrdmeros com subunidade iguais ou
diferentes (CAVADA et al., 1998). As pequenas variagcdes sequéncias € no arranjo

tridimensional dessas proteinas podem significar em mudangas significativas na atividade
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bioldgica das lectinas. (CAVADA et al., 2001). A conservacdo estrutural das lectinas de
leguminosas demonstra que as mesmas estdo evolutivamente relacionadas, podendo ser
relatadas como proteinas homdlogas que surgiram a partir de um dnico ancestral comum.
Contudo, a principal distingdo destas lectinas estd relacionada a afinidade por acucares,
existindo grupos com especificidade de ligacdo a glicose/manose, a N-acetilglicosamina, N-
acetil-galactosamina, L-fucose e acido sidlico (MOREIRA et al., 1991).

Quanto a sua biossintese, essas proteinas sdo sintetizadas no reticulo
endoplasmadtico na forma de pré-pro-lectinas, sendo compostas por um peptideo sinal (20 a 30
residuos de aminodcidos) na regido N-terminal, duas cadeias peptidicas (B e y), uma cadeia
intermedidria que serd glicosilada no RE e um peptideo sinal na regido C-terminal. Apds a
clivagem do peptideo sinal na regido N-terminal, a pré-pro-proteina passa por um novo
processamento no complexo de Golgi, onde uma endopeptidase € responsavel pela remocao
do peptideo sinal na regido C-terminal e da cadeia intermediéria, tornando-se deglicosilada e

funcionalmente ativa. As cadeias B e y sdo entdo religadas em uma posi¢ao invertida em

relacdo ao precursor (FIGURA 1) (CARRINGTON et al., 1985).
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Figura 1 —Biossintese da Concanavalina A (ConA).
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Fonte: Adaptado de CARRINGTON, 1985. Sumdrio dos eventos de processamento convertendo a pro-
concanavalina A glicosilada (pré-pro-conA) em lectina madura. Extremidades amino e carboxi terminal da
lectina madura estdo indicados por N e C, respectivamente, ¢ o nimero em parénteses refere-se a residuos da
concanavalina A madura. Durante o processamento na planta, a pro-proteina glicosilada inativa é deglicosilada
resultando no surgimento da atividade de ligacdo a carboidrato. A acdo de uma endopeptidase que cliva o
nonapeptidio carboxiterminal e o espacador da deglicosilacio estd mostrado em verde e amarelo,
respectivamente. Residuos 118 e 119 sdo ligados enzimaticamente. Splicing entdo resulta em uma transposicio

do arranjo linear dos dominios protéicos y ¢ B. RE: reticulo endoplasmatico, CG: complexo de golgi, V: vactolo.

Além do dominio de reconhecimento a carboidrato, as lectinas de leguminosas
geralmente requerem cétions divalentes em sitios ligantes a metal. Cada subunidade possui
um fon Ca®* e Mn**, que sdo essenciais para a atividade de ligacdo a carboidrato da lectina,
sendo que os aminodcidos envolvidos na ligacdo desses fons sdo conservados (VAN DAMME
et al., 1998). Essas aglutininas podem ainda exibir oligomerizacdo dependente de pH. A
propor¢do entre proteinas no estado dimérico e tetramérico pode ser alterada de acordo com o
pH do meio (CALVETE et al., 1999; NAGANO et al., 2008). Essa mudanca de conformagdo
dimero/tetramero dependente de pH pode influenciar diretamente nas atividades da proteina.

Na familia das leguminosas, a subfamilia Papilonoideae representa o subgrupo
com a maior quantidade de lectinas estudadas (aproximadamente 99%), seguido pela
subfamilia Cesalpinoideae (aproximadamente 0,9%) e a subfamilia Mimosoideae
(aproximadamente 0,1%).

Dentro da subfamilia Papilionoidea, a tribo Phaseoleae concentra o maior niimero
de estudos sobre lectinas, especialmente aquelas isoladas de plantas da subtribo Diocleinae.
As lectinas de Diocleinae sdo aquelas purificadas principalmente dos géneros Canavalia,
Dioclea, Cratylia, Cymbosema, Cleobulia e Camptosema e sdo comumente conhecidas como
ConA-like devido as semelhangas fisico-quimicas e estrutural com a lectina de Canavalia

ensiformis, ConA.

2.4 Lectinas de Diocleinae

Lectinas da subtribo Diocleinae correspondem a um grupo de lectinas
relacionadas dentro das lectinas de leguminosas. Pequenas diferencgas nas estruturas primarias
e tercidrias dessas aglutininas refletem em diferencas na orientagdo dos sitios de
reconhecimento a carboidrato e assim contribuem para as diferentes atividades bioldgicas

exibidas pelas lectinas de Diocleinae (CAVADA et al., 1994). Tais propriedades fazem com
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que estas lectinas sejam valiosas ferramentas biomédicas, e, como tal, a andlise de
caracterizacdo e sequéncia de diferentes lectinas que pertencem a esta subtribo estdo em curso
(PINTO-JUNIOR et al., 2013).

As lectinas de Diocleinae que exibem equilibrio dimero-tetramero dependente de
pH (CALVETE et al., 1999) e as diferencas entre residuos de aminoécidos das sequéncias
influenciam nas diferentes conformacdes oligomérias que as proteinas podem assumir em
diferentes condi¢des de pH. As lectinas de D. rostrata, D. virgata e Cratylia floribunda
apresentam tendéncia a formar dimeros em pH baixo e tetrdmeros em pH > 7. Ja as lectinas de

C. brasiliensis e C. bonariensis possuem equilibrios entre as formas dimero/tetrimero mesmo

em pH elevado (CALVETE et al., 1999).

2.5 Aplicacoes biotecnologicas das lectinas vegetais

Nos ultimos anos foi alcancado um grande progresso nos estudos de
atividade/funcdo das lectinas e na importincia dessas proteinas nos diversos processos
biolégicos. A importincia das lectinas como ferramentas biotecnoldgicas foi estabelecida
envolvendo a sua aplicacdo bioldgica (TEIXEIRA et al., 2012). Essas proteinas apresentam-
se como ferramentas indispensdveis para a pesquisa nos mais diversos segmentos cientificos
(agricultura, medicina, biotecnologia, dentre outros), devido a diversidade de eventos
bioldgicos que sdo desencadeados em fun¢do da interagdo proteina/carboidrato. O interesse
crescente pelo processo de purificacdo e caracterizagdo dessas biomoléculas deve-se
principalmente ao desenvolvimento da biotecnologia e 2 demanda das indtstrias farmacéutica
e quimica por produtos com alto grau de pureza (MENDES ez. al., 2011).

Muitas funcdes tém sido propostas para as lectinas vegetais, tais como protecao
contra patdgenos e insetos, transporte e armazenamento de carboidratos, reconhecimento
celular (dentro da célula, entre células ou entre organismos), proteinas de reserva ou
reguladores de crescimento (PUSZTALI 1991). Alguns experimentos indicam que as lectinas
vegetais sdo proteinas de defesa contra animais herbivoros e ainda que possuem fun¢do na
simbiose entre as bactérias fixadoras de nitrogénio (Rhizobium spp.) e as raizes de
leguminosas (CAVADA et al., 2001). Também se supde que essas lectinas possam interagir
com metabdlitos secundarios, servir como carreadoras de moléculas hidrofdébicas, como
alguns hormonios vegetais, e podem também estarem envolvidas no processo de defesa da

semente durante a fase de germinacdo (DELATORRE et al., 2007).
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Com relacdo as lectinas de Diocleinae, diferentes efeitos biologicos ja foram
associados a essas proteinas tais como liberacdo de histamina a partir de mastdcitos
peritoneais de ratos (FERREIRA et al., 1996) e efeitos anti- e pro-edematogénico
(ALENCAR et al., 1998; ASSEURY et al., 1997). Exemplos importantes advindos dessas

propriedades vém sendo descritas para lectinas extraidas das lectinas da subtribo Diocleinae.

2.6 Ferramentas utilizadas para a caracterizacao estrutural de lectinas

Dentro do contexeto analisado, se revela essencial analisar os instrumentos que
conduzem a determinacdo da estrutura primdria das proteinas, onde a partir desta se
possibilita ao pesquisador predizer a estrutura tridimensional da lectina e a maneira como a
mesma interage com seu ligante especifico, bem como realizar a comparagdo entre lectinas
homdlogas.

Isto posto, passaremos a analisar as principais técnicas utilizadas para a finalidade
acima descrita, observando a relevancia das ferramentas descritas na obten¢do dos resultados

deste trabalho, assim como seu impacto na comunidade cientifica.

2.6.1 Fundamentos de espectrometria de massas aplicados a estudos com proteinas

Com a necessidade de alavancar a precisdo e consequentemente, a qualidade dos
resultados na caracterizagdo estrutural de proteinas a espectrometria de massas foi sendo
desenvolvida e adaptada, e atualmente se tornou uma técnica fundamental para obtencdo de
dados elementares, como massa molecular e estrutura primdria de proteinas com a exatidao
necessdria para a expansao da produgdo cientifica na drea.

A espectrometria de massa (MS) € uma técnica microanalitica utilizada para obter
informacdo do peso molecular e de caracteristicas estruturais de amostras. E capaz de fornecer
informacdo sobre a composicdo elementar de amostras, a composi¢do qualitativa e
quantitativa de misturas complexas, as proporcdes isotOpicas de atomos em amostras e
também permite fragmentd-las de forma a elucidar sua estrutura e confirmar sua identificagdao
(MANN; AEBERSOLD, 2004).

Um espectrometro de massas € um instrumento constituido por uma fonte de ions,
um analisador de massas, um detector e um sistema de aquisi¢cao de dados. Na fonte de ions,
os componentes de uma amostra sdo convertidos em ions, pela acio de um agente ionizante,

os ions positivos ou negativos sdo imediatamente acelerados em direcao ao analisador de
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massas. A func¢do do analisador de massas € separar tais fons de acordo com a sua relagcdo
massa-carga (m/z). A espectrometria de massas mostra-se como uma técnica bastante
promissora para a protedmica, na identificacdo e sequénciamento de peptideos e proteinas
(CANTU et al., 2008).

Durante a década de 1990 a espectrometria de massas passou a complementar a
degradacdo de Edman na caracterizacdo estrutural de proteinas. A Degradacdo de Edman é
uma técnica que requer uma quantidade substancial de proteina em um elevado grau de
pureza (STEEN; MANN, 2003). Além disso, o método desenvolvido por Peter Edman
necessita que haja residuos amino-terminal livres para que ocorra a reagdo de Edman, assim,
normalmente havia falhas no sequénciamento da proteina ou por bloqueio do N-terminal
(aminodcidos acetilados, fosforilados, entre outros), ou por falhas no processo de purificacao
da proteina.

Com o desenvolvimento e a introdug@o de técnicas amenas de ionizagdo, como a
eletronebulizacdo (ElectroSpray Ionization ou ESI) (FENN et al., 1989) e a dessor¢do a laser
assistida por matriz (Matrix Assisted Laser Desorption lonization, MALDI) (HILLENKAMP
et al., 1991), tornou-se possivel analisar biomoléculas de vdrios tamanhos moleculares,
incluindo peptideos e protefnas e a andlise de proteinas através de espectrometria de massas
foi impulsionada.

Hoje € possivel se obter dados estruturais detalhados (como a sequéncia de
aminodcidos, modificagdes pos-traducionais, fosforilacdo, glicosilacdo) (STEEN; MANN,
2004). A disponibilidade de bancos de dados gendmicos para vdrias espécies, junto com o
desenvolvimento de softwares especificos tornou rotineira a identificacdo de proteinas em
complexos bioldgicos, como células e organelas.

Para a anélise protedmica sdo mais utilizadas duas fontes de ionizacdo, sdo elas a
ionizagdo por ESI e a ionizacdo a laser assistida por matriz MALDI (KARAS;
HILLENKAMP, 1988), ambas as técnicas sdo capazes de ionizar, de maneira suave,
preservando assim a estrutura polipetidica, e converter as espécies a serem analisadas para a
fase gasosa (FENN, 2002).

A fonte de ionizagdo por MALDI € mais indicada para andlise mais sensivel de
amostras, por exemplo, quando o analito estd em baixa concentracdo e ainda € mais tolerante
a contaminagdes externas. A fonte de ions MALDI baseia-se na absorcao intensa da radiacdo
laser por uma matriz, que € misturada em solu¢do com quantidades muito pequenas da
biomolécula de interesse, o analito (FERNANDEZ—LIMA et al, 2006). Neste tipo de

ionizacdo, a matriz absorve energia no comprimento de onda do laser e ocorre uma
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transferéncia de prétons para o analito e os fons formados na fase gasosa sdo acelerados por
um campo elétrico para o analisador (HOFFMAN et al., 2007).

A ionizagdo por Electrospray ¢ um método de ioniza¢do brando, adequada para
andlise de moléculas termoldbeis, como proteinas. A ionizagdo ocorre pela nebulizacdo de
goticulas, nanolitros, de uma solucdo em um campo elétrico intenso, formando goticulas
altamente carregadas. Quando o solvente evapora, formam-se fons moleculares de simples ou
multiplas cargas. Moléculas com vdrios sitios de ioniza¢do irdo produzir um espectro de fons
multicarregados (MORAES; LAGO, 2003). O ESI possui a capacidade para andlise de
moléculas de 100 até 1000000 Daltons.

Assim como hd uma grande variedade de fontes de ionizag¢do, uma variedade de
analisadores de massas foram desenvolvidos. Apds a produ¢@o dos ions na fase gasosa, esses
devem ser separados de acordo com suas massas. Cada analisador possui suas vantagens e
limita¢des, e podem ser usados sozinhos ou combinados, dando origem a equipamentos
classificados como hibridos. Quadrupolos, ion-traps (tridimensionais e lineares), Time-of-
Flight (ToF), Fourier-transform ion cyclotron resonance (FT-ICR), orbitrap sao exemplos de
analisadores de massa (CANTIj et al., 2008).

Apo6s a andlise dos fons, um detector transforma os fons gerados em um sinal
detectavel, podendo entdo ser feita a interpretacdo dos dados (HOFFMAN et al., 2007) que
podem ser utilizados para identificacdo de proteinas proveniente de eletroforese
bidimensional, comparacdo com banco de dados, determinacdo da massa molecular de
proteinas intactas, determinacdo de sequéncia de aminodcidos, localizacdo de pontes
dissulfeto e informacdes sobre a estrutura tridmensional da proteina. Além da rapidez e
relativa simplicidade de andlise, outra vantagem desta técnica € a necessidade de pequenas
quantidades de amostras para realizacdo dos estudos biologia estrutural (SIMOES, 2011).

Virias lectinas de leguminosas ja tiveram suas sequéncias primdrias determinadas
por MS e depositadas em bancos de dados publicos, como por exemplo no Protein Data Bank
(PDB) e Uniprot Databank, entre elas Dioclea guianensis CALVETE, et al., 1999), Dioclea
guianensis (CALVETE, et al., 1999), Dioclea rostrata CALVETE, et al., 1999), Canavalia
grandiflora (SIMOES, 2011) e Erythrina velutina (SIMOES, 2011).

2.6.2 Biologia molecular como ferramenta para o estudo estrutural de lectinas de

leguminosas
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Visto as dificuldades na anélise e separacdo de proteinas devido a existéncia de
isoformas, glicoformas e de repeticoes de dominios, a espectrometria de massas muitas vezes
€ vista como uma técnica complexa na determinacdo da sequéncia de aminodcidos de muitas
lectinas. Sendo assim, as técnicas usuais de biologia molecular envolvendo clonagem de
lectinas de leguminosas entram como técnicas complementares para a obten¢do de estrutura
priméria dessas moléculas.

O processo de clonagem de lectinas vegetais pode iniciar-se a partir da obtenc¢ao
do DNA gendmico da planta, geralmente utilizando folhas como fonte de material. Apds a
extracdo, € realizado o isolamento e a multiplicacdo do fragmento de DNA de interesse,
utilizando iniciadores ou primers especificos, quando se tem algum conhecimento prévio da
sequéncia da proteina. Em geral a clonagem molecular compreende dois passos importantes:

1) a ligacdo do fragmento de interesse, denominado de inserto, a um vetor de

clonagem, a fim de se obter o DNA recombinante. Os vetores de clonagem
mais utilizados normalmente sdo os plasmideos de bactérias;

1) a molécula de DNA recombinante € introduzida em uma célula hospedeira

num processo chamado de transformacgdo. Usa-se geralmente cepas de
Escherichia. coli. A célula transformada sofre vérios ciclos de divisdo
celular produzindo uma colonia com milhares de cépias do DNA
recombinante.

O sequenciamento do DNA € o método de analise dos clones positivos que se faz
necessario para se obter a sequéncia completa, ou uma por¢do do gene alvo. Desde a década
de 70 o método de Sanger é o mais utilizado para anélise de sequéncia de DNA. Atualmente,
com o desenvolvimento das técnicas de sequenciamento automdtico, um aparelho de
sequenciamento é capaz de sequenciar meio milhdo de pares de base por dia (LEWIN, 1997,
ZAHA et al., 1996; STRYER, 1988). A sequéncia de aminoados € entdo traduzida a partir da

sequéncia de nucleotideos obtida.

2.7 Aspectos gerais da inflamacio e formacao de edema

A inflamacdo caracteriza-se por um fendmeno complexo multimediado. Ela é uma
resposta desencadeada por traumas, lesdes teciduais e invasao por agentes infecciosos, com a
finalidade de eliminar microorganismos ou outros agentes irritantes e potenciar o reparo

tecidual (SHERWOOD; TOLIVER-KINSKY, 2004). O reconhecimento do agente/estimulo
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lesivo desencadeia a ativacdo e a amplificacdo do sistema imune resultando na ativacdo de
células e na liberacdo de diversos mediadores responsdveis pela resposta inflamatéria.

A resposta inflamatéria aguda envolve fendmenos vasculares (vasodilatacio e
aumento da permeabilidade celular) e celulares (infiltragdo celular) decorrentes da liberacao
local de mediadores quimicos formados e liberados concomitantemente ou sequencialmente
no local da lesdo. Os mediadores inflamatérias atuam nos vasos sanguineos e células
inflamatérias modulando os principais eventos relacionados a inflamacao: vasodilatagdo,
opsonizacdo, quimiotaxia para células inflamatérias, destruicao tecidual e dor, como também
febre e mal estar. Os mediadores da inflamacao sio classificados como de origem plasmatica
(advindo das cascatas das citocinas/quimiocinas, coagulagdo, fibrindlise e complemento) ou
tecidual (aminas vasoativas, eicosanodides, enzimas lisossomais, radicais livres derivados do
oxigénio, fator ativador de plaquetas, citocinas, quimiocinas, 6xido nitrico e fatores de
crescimento). (LANSEN & HENSON, 1993; SIQUEIRA & DANTAS, 2000).

A vasodilatagdo é um fendmeno que corresponde a alteracdes no calibre vascular,
que conduz a um aumento do fluxo sangiiineo, decorrente da acdo de mediadores
principalmente em arteriolas. O aumento da permeabilidade vascular se deve a acdo de
mediadores inflamatérios sobre as células endoteliais venulares, induzindo a contragdo das
mesmas. Isto permite a passagem de proteinas plasmdticas para o intersticio, as quais nao
seriam filtradas em condi¢des fisioldgicas. O aumento da permeabilidade vascular somado ao
aumento da pressdo de filtracdo, por conseqiiéncia da vasodilatagdo, estd comumente
relacionado com o mecanismo da inflamagdo e a inibicao da sua sintese fica atrelada a leva a

inibicdo da inflamacgdo por moléculas edematogénicas (FIGURA 2).

Figura 2 — Vasodilatacdo durante a inflamacao aguda
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2.7.1 Atividades inflamatorias de lectinas vegetais

As lectinas de Diocleinae s@o dotadas de atividade pro- ou anti-inflamatdria,
dependendo da via de administracdo utilizada, exemplo € a lectina de Canavalia grandiflora
(ConGF), que quando administrada intravenosamente pode reduzir o edema causado por
carragenana e quando administrado de forma subcutinea possui efeito edematogénico
(NUNES et al., 2009; SIMOES et al., 2012).

Quando aplicadas sistemicamente, as lectinas de Dioclea violacea, D. guianensis,
D. virgata e Cratylia floribunda inibem a migracdo de neutrdfilos para a cavidade peritoneal
induzida por carragenina e fMLP (formil-metionil-leucil-fenilalanina) e o edema de pata
induzido por carragenina (ASSREUY et al., 1997; ALENCAR et al., 1999) em ratos. As
lectinas de D. guianensis e D. violacea previnem os parametros inflamatérios da cistite
hemorragica induzida por ciclofosfamida em camundongos (ASSREUY et al., 1999) e a de
Canavalia grandiflora a peritonite € o edema de pata induzidos por carragenina (NUNES et
al., 2009) em camundongos. Por via local, entretanto, as respostas observadas sdo
estimulatdrias, sendo o caso da ConBr, ConA, C. grandiflora e Dioclea grandiflora ao
induzirem edema e/ou peritonite em ratos (FIGUEIREDO et al., 2009a; BENTO et al., 1993;
BARROSO-NETO, 2010).

As lectinas do género Canavalia apresentam caracteristicas comuns nas atividades
bioldgicas, mas diferentes das apresentadas por outros géneros de Diocleinae, fato relacionado
a aminodcidos especificos que s6 aparecem em no género Canavalia € ndo nos géneros
Dioclea ou Cratylia. Porém, mesmo substituicdes semiconservativas de aminoacidos podem
ser relevantes para diferencas na atividade bioldgica dentro de um mesmo género (PIRES,

2011).

2.8 Canavalia bonariensis Lindl.

Analisado o cendrio que envolve o estudo das lectinas, as técnicas envolvidas em
sua caracterizacao estrutural e seus possiveis efeitos bioldgicos, ndo buscando esgotar o tema,
mas com o escopo de tracar uma visdo geral da temadtica das lectinas, passamos entdo ao
objeto principal de estudo deste trabalho cientifico, a lectina de Canavalia bonariensis.

A Canavalia bonariensis Lindl. € uma espécie vegetal nativa da regido sul do
Brasil, presente principalmente no Rio Grande do Sul (FIGURA 3). E pertencente 4 familia

Leguminosae (Fabaceae), subfamilia Papilionoideae e tribo Phaseoleae e subtribo Diocleinae.
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Segundo o Ministério do Meio Ambiente (DOU 02/08/1999) a Canavalia bonariensis é uma
espécia nativa da regido Sul do pais e estd em fase de extin¢do desde 1999.

Cavada et. al. (1996), purificaram uma lectina glicose/manose especifica a partir
de sementes de Canavalia bonariensis. Essa lectina apresentou o efeito de inducdo da
migracdo de neutréfilos em ratos e camundongos, indicando uma possivel atividade anti-
inflamatéria da proteina. Calvete et. al (1999), também determinaram a sequéncia de
aminodcidos da regido do N-terminal da lectina de Canavalia bonariensis. A sequéncia

parcial estd depositada no Uniprot databank e pode ser acessada através do cédigo P58906.

Figura 3 - Canavalia bonariensis Lindl

Fonte: (A) e (B) adaptado de Google Imagens, 2013. (C) e (D) SILVA, 2013. (A) e (B) flores de C.
bonariensis. (A) e (B) sementes de C. bonariensis.


http://www.google.com.br/url?sa=t&rct=j&q=&esrc=s&source=web&cd=11&cad=rja&uact=8&ved=0CE4QFjAK&url=http%3A%2F%2Fwww.jusbrasil.com.br%2Fdiarios%2F1335358%2Fpg-66-secao-1-diario-oficial-da-uniao-dou-de-02-08-1999&ei=m4nPVOOhGYLYgwS4mYOYBQ&usg=AFQjCNGbA-AWTfhTwBSabjmLA3Td1hsY5Q&sig2=HIFm0FVq_SirMbEz4JYfng&bvm=bv.85076809,d.eXY
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Purificacio da lectina de sementes de Canavalia bonariensis Lindl

3.1.1 Preparo da Farinha

As sementes de Canavalia bonariensis foram descascadas e trituradas em um
moedor até obtencdo da farinha. A farinha fina foi acondicionada em recipientes fechados a

temperatura ambiente para posterior utilizacao.

3.1.2 Extragdo de proteinas totais das sementes

As proteinas soliveis foram extraidas da farinha em solucdo de NaCl 0,15 mol/L,
na proporcdo de 1:10 (p/v), sob agitacdo constante por 4 h em temperatura ambiente. A
suspensao obtida foi centrifugada a 10.000 x g, temperatura 4 °C, durante 20 min, obtendo-se

assim o precipitado que foi descartado e um sobrenadante denominado de extrato total.

3.1.3 Atividade hemaglutinante

A atividade hemaglutinante foi utilizada para avaliar a atividade das fragdes
resultantes antes e apds o passo cromatografico. Os testes de atividade hemaglutinante foram
realizados em tubos de vidro a partir de uma adaptagdo do protocolo descrito por Moreira e
Perrone (1977), como descrito a seguir: As amostras foram dispostas em duplas seriadas, em
cada tubo foi adicionado 100 pL da solug¢do tampdo Tris-HCI 0,1 mol/L pH 7,6 acrescido de
NacCl 0,15 mol/L, foi adicionado 100 pL da amostra a ser avaliada sua atividade e em seguida
foram realizadas diluigdes seriadas (1:2, 1:4, 1:8...). Para cada 100 pL de cada dilui¢ao foram
acrescentados 100 pL de uma suspensdo de hemadcias de coelho e dos tipos sanguineos A, B e
0O, a 2% em NaCl 0,15 mol/L, ndo-tratadas e tratadas com enzimas proteoliticas (papaina ou
tripsina). O ensaio foi incubado a 37 °C por 30 minutos e, apds esse periodo, deixado em
repouso a temperatura ambiente por mais 30 minutos. A presenca ou nao de hemaglutinagcao
foi entdo detectada macroscopicamente. Os titulos de hemaglutinacio foram medidos em
termos de Unidade Hemaglutinante (U.H.) como sendo o inverso da maior diluicdo ainda

capaz de apresentar hemaglutinagdo visivel a olho nu.
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3.1.4 Atividade Hemaglutinante Especifica da CaBo

Apbs a obtencdo do titulo de hemaglutinagdo e da concentracdo de proteinas
soliveis, a atividade especifica para cada uma das fragdes foi calculada, com o objetivo de se
monitorar avancos na concentragao/purificacdo da lectina em estudo.

O célculo foi feito pela divisdo do titulo de hemaglutinacio (UH/mL) pela
concentracdo de proteinas soliveis (mgP/mL), cujo quociente foi expresso em (UH/mgP)
(unidades de hemaglutinacdo por miligrama de proteina). A concentracdo de proteinas
soliveis foi determinada pelo método descrito por Bradford (1976). Esses resultados puderam
ser comparados, levando a escolha da melhor fracdo purificada. A atividade hemaglutinante
foi calculada a partir de diluigdes seriadas na base dois para determinacdo dos titulos de
hemaglutinag@o. A purificacao foi calculada como a relacao entre a atividade hemaglutinante

especifica do extrato total e aquela de cada passo de purificacdo subsequente.

3.1.5 Cromatografia de Afinidade em Matriz de Sephadex G-50

O extrato total foi submetido a cromatografia de afinidade em matriz de Sephadex
G-50. Esse extrato foi centrifugado a 10.000 x g, temperatura 4 °C, durante 20 minutos e, em
seguida, 6 mL do sobrenadante, a uma concentracdo proteica de 8 mg/mL, foram aplicados
em uma coluna de Sephadex G-50 (1,0 x 8,0 cm), previamente equilibrada com uma solugdo
salina (NaCl 0,15 mol/L). A fracdo nao retida foi eluida com NaCl 0,15 mol/L contendo
MnCl; 0,005 mol/L e CaCl, 0,005 mol/L enquanto que a fracao retida foi eluida com tampao
glicina 0,1 mol/L pH 2,6 adicionado de NaCl 0,15 mol/L. Fragdes de cerca de 1,5 mL foram
coletadas manualmente. As fragdes foram coletadas a um fluxo de 1 mL/min e as
absorbancias foram monitoradas por espectrofotometria em um comprimento de onda de 280
nm.

As fragdes obtidas foram exaustivamente dialisadas contra dgua destilada e, entao,
liofilizadas. A atividade hemaglutinante, o teor de proteinas soltveis e a atividade especifica

de todas as fracdes cromatogréficas foram avaliados.
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3.2 Caracterizacao fisico-quimica da lectina de sementes de C. bonariensis

3.2.1 Eletroforese em gel de poliacrilamida na presenca de SDS da CaBo

O monitoramento do processo de purificagdo e a estimativa da massa molecular
aparente das subunidades da lectina purificada foram realizados por meio de eletroforese em
gel de poliacrilamida na presenga de SDS (SDS-PAGE), de acordo com o protocolo
estabelecido por Laemmli (1970) com algumas alteragdes.

O gel de separacdo ou corrida (main gel) foi montado a uma concentracdo de
12,5% preparado em tampao Tris-HCI1 0,1 mol/L pH 8,8, contendo SDS 1%, TEMED 0,04%
e persulfato de amoénio 0,1%. O gel superior ou de aplicagcdo (Stacking gel) foi preparado
usando acrilamida/bisacrilamida 4% em tampao Tris-HCI 0,1 mol/L pH 6,8, SDS 1%,
persulfato de amoénio 0,1% e TEMED 0,04 %.

O extrato protéico total e as amostras liofilizadas oriundas dos dois passos
cromatogréficos foram solubilizadas a uma concentra¢cdo de 4 mg/mL em tampao de amostra
contendo Tris-HCl 0,0625 mol/L pH 6,8, 10% de glicerol, 0,02% de azul de bromofenol e 1%
de SDS. Foram aplicados 40 pg da proteina em cada pogo.

A corrida eletroforética foi realizada em sistema Mini-Protean II mini-gel (Bio-
Rad; Mildo, Itdlia) com a voltagem variando até 150 V, poténcia at€ 10 W e amperagem
constante de 25 mA. O tampao de corrida utilizado continha Tris 0,025 mol/L, Glicina 0,192
mol/L. e SDS 0,1% pH 8,8. Os marcadores de massa molecular utilizados foram: BSA (66
kDa) e ConBr (25, 14 e 12 kDa). O gel foi corado em Coomassie R-250 a 0,05%, dissolvido
em metanol, 4dcido acético e dgua a uma propor¢ao 1:3,5:8 (v/v/v). A retirada do excesso do
corante (descoramento) foi feita com solu¢@o descorante contendo 40% de metanol e 20% de

acido acético.

3.2.2 Efeito da temperatura sobre a atividade hemaglutinante da CaBo

Aliquotas da CaBo, a uma concentracdo de 1 mg/mL foram separadas em tubos de
microcentrifuga, diluidas em solucdao de NaCl 0,15 mol/L, centrifugadas e o sobrenadante
resultante foi utilizado para determinar a termoestabilidade da lectina. Em seguida, cada

amostra foi submetida a diferentes temperaturas variando de 40 °C a 80 °C por 60 minutos.



36

Ap6s o término, foi avaliada a atividade hemaglutinante da CaBo com todas as amostras.

Cada amostra foi testada em duplicata.

3.2.3 Efeito do agente quelante (EDTA) sobre a atividade hemaglutinante da CaBo

A avaliagdo da dependéncia da atividade hemaglutinante da CaBo por diferentes
cations divalentes foi analisada. Para tal fim, uma aliquota da lectina (1 mg/mL) foi
solubilizada em NaCl 0,15 mol/L e dialisada contra solu¢cdes de EDTA 0,05 mol/L contendo
NaCl 0,15 mol/L por 48 horas, seguida pela didlise exaustiva contra NaCl 0,15 mol/L por
mais 24 horas para retirada do excesso de EDTA. Apds isto, a atividade hemaglutinante foi
testada pela adicdo de 100 pL de solugdes de NaCl 0,15 mol/L contendo CaClz, MnCla,
separadamente, a uma concentracdo de 0,01 mol/L em tubos de ensaio, onde em seguida
foram feitas dilui¢cdes seriadas em duplicata a partir da adi¢do de 100 pL da lectina (1
mg/mL), acrescentadas 100 pL de eritrocitos tripsinizados de coelho a 2% em cada tubo e

levadas a incubacao por 1 hora.

3.2.4 Efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante da CaBo

A CaBo foi solubilizada em NaCl 0,15 mol/L (1 mg/mL) e foram feitas dilui¢des
seriadas contra diferentes solu¢des tampao com pH variando de 4,0 a 10,0 contendo NaCl
0,15 mol/L. Os seguintes tampdes foram utilizados: acetato de sédio 0,1 mol/L pH 4,0 e 5,0,
citrato de sédio 0,1 mol/L pH 6,0, fosfato de sédio 0,1 mol/L pH 7,0, Tris-HCI 0,1 mol/L pH
8,0, glicina-NaOH pH 9,0 e 10,0.

3.2.5 Determinacdo da massa molecular intacta da CaBo por espectrometria de massas

A massa molecular da CaBo foi determinada através da técnica de espectrometria
de massa com ionizagdo por MALDI e andlise por tempo de voo (TOF) utilizando um
instrumento hibrido (Autoflex Speed, Bruker Daltonics, USA). Para tal, a proteina foi
solubilizada em uma solugcdo contendo 50% de acetonitrila e 0,3% de TFA, a uma
concentracdo final de aproximadamente 1 pmol de proteina. Foi utilizada a matriz dcido a-4-
ciano-hidroxicinamico a 10 mg/mL solubilizada em 50% ACN e 0,3% TFA. A propor¢ao
matriz/analito para a andlise foi 3:1. O instrumento operou com voltagem de 20 kV com

refletor em modo linear e com andlise de proteinas na faixa de 10.000 a 100.000 Da. Os
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espectros adquiridos foram processados com software CompassTM 1.3 usando o algoritmo

SNAP para a anota¢do de pico monoisotépico.

3.2.6 Digestdo in gel e sequénciamento dos peptideos da CaBo por espectrometria de

massas

A digestdo e extracdo dos peptidos seguiram o protocolo descrito em Shevchenko
et al. (2007). A CaBo foi aplicada em um gel de poliacrilamida 12% (SDS-PAGE). As bandas
referentes a proteina foram retiradas do gel e recortadas com auxilio de uma ponteira pléstica.
O gel de eletroforese contendo a proteina de interesse foi descorado em uma solucdo de 50%
de acetonitrila contendo 0,1 mol/L de bicarbonato de amoOnio, desidratado em 100% de
acetonitrila e seco em Speedvac (LabConco). O gel foi entdo reidratado em uma solugdo de
0,05 mol/L de bicarbonato de amdnio contendo a enzima tripsina (Promega) na proporcdo de
1:50 (p/p; enzima:substrato). A reacdo de digestdo permaneceu overnight a 37 °C, sendo
parada com a adi¢do de 4cido férmico a 5%.

Os peptideos oriundos da digestdo foram extraidos do gel utilizando uma solugdo
de 5% de acido férmico em 50% de acetonitrila sob agitacdo durante 15 minutos. Este
procedimento foi repetido por 3 vezes, o sobrenadante contendo os peptideos extraidos foram
unidos e concentrados em Speedvac e o volume foi ajustado para 25 uL. com acido féormico
0,1%. Estes peptideos foram injetados em um sistema nanoacquit (Waters Corp.) conectado a
uma fonte de nanoeletrospray do espectrometro de massas (SYNAPT HDMS — Waters
Corp.). A amostra foi aplicada em uma coluna de fase reversa C18 (75 uM x 100 uM) e eluida
em um gradiente de acetonitrila de 10% a 85% contendo 0,1% de acido férmico.

O espectrometro de massas operou em modo positivo, com a temperatura da fonte
de 90 °C e a voltagem do capilar de 3.0 kV. Os experimentos de LC-MS/MS foram realizados
de acordo com a fun¢do DDA (Data Dependet Aqusition — Aquisi¢do Dependente de Dados)
os fons precursores com carga entre [M+H]*? e [M+H]™ foram selecionados para anilise de
MS/MS sendo fragmentados através de CID (Collision Induced Decomposition — Dissociagao
induzida por colisdo). Os dados foram coletados, processados e analisados utilizando o
programa MassLynx v4.1 (Waters Corp.) e ProteinLynx v2.4 (Waters Corp.). Os peptideos
comuns a outras proteinas foram identificados por buscas em banco de dados utilizando
ferramenta de pesquisa por padrdo de fragmentagdo dos peptideos nos programas ProteinL.ynx

2.4 (Waters Corp.) e MASCOT (Matrix Science). Para os demais peptideos, as sequéncias



38

foram determinadas através da interpretacio manual dos espectros de fragmentacdo

(sequénciamento De Novo).

3.3 Clonagem molecular da lectina da Canavalia bonariensis

3.3.1 Extragdo de DNA gendmico

O 4cido desoxirribonucleico (DNA gendmico) foi isolado a partir de folhas
frescas da planta, utilizando-se o método baseado no detergente brometo de
cetiltrimetilamonio (CTAB), descrito por Doyle & Doyle (1987), modificado.

As folhas congeladas foram maceradas com nitrogénio liquido até a obtengdo de
um po6 fino. O macerado (aproximadamente 0,8 g) foi transferido para um tubo de fundo
conico de 15 mL contendo 8 mL de tampao de extragdo CTAB (Tris 100 mM pH 8,0; CTAB
2%; NaCl 1,4 mol/L; EDTA 0,02 mol/L; 2- mercaptoetanol 0,2% v/v) contendo de 1% de
PVP (polivinilpirrolidona) (0,08 gramas, p/v) pré-aquecido a 60°C, o qual permaneceu em
incubacdo por 1 hora a 60 °C, sendo homogeneizado a cada 10 minutos. A emulsdo foi
centrifugada por 20 minutos a 10.000 x g e a 4°C.

O sobrenadante foi transferido para um novo tubo falcon onde foi adicionado 1
volume de cloroférmio:dlcool isoamilico (24:1, v/v), que permaneceu em agitacdo suave por 5
minutos. A emulsdo foi novamente centrifugada. Apds a centrifugacdo a fase aquosa foi
coletada e transferida para um novo tubo de fundo conico e foi adicionada a esta 0,3 volumes
de isopropanol. O tubo foi invertido gentilmente e incubado no freezer -20 °C por 30 minutos.

A mistura foi centrifugada para a precipitacdo do DNA gendmico por 10 minutos,
a 10.000 x g. O sobrenadante foi descartado e o precipitado lavado com 1 mL de etanol 70%.
O DNA foi recolhido e transferido para um microtubo e foi realizada outra centrifugagdo por
10 minutos, a 10.000 x g e a 4°C. O sobrenadante foi descartado e o tubo foi mantido aberto a
temperatura ambiente até total evaporagdo do dlcool. O DNA isolado foi ressuspendido em 50
pL de agua ultrapura estéril e estocado em geladeira a 4 °C.

O DNA extraido foi submetido a eletroforese em gel de agarose a 1% contendo
0,5 pg/mL de brometo de etidio (EtBr) para andlise de sua integridade. A corrida
eletroforética foi submetida a uma voltagem constante de 100 V, e o gel submerso em tampao
de corrida TBE (Tris-Borato 0,09 mol/L, pH 8,8, contendo EDTA 0,002 mol/L). O DNA sera
visualizado através de exposicio do gel a iluminacdo ultravioleta utilizando um

transluminador.
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O DNA gendmico foi quantificado pelo NanoVue™ Plus Spectrophotometer (GE
Healthcare Life Sciences) a partir da absorbancia a 260 nm e contendo a razdo A260/A280

entre 1,8 ¢ 2,2.

3.3.2 Amplificagdo do gene codificador da lectina

A reacdo em cadeia da polimerase (PCR) foi realizada em um microtubo 0,2 mL
estéril Axygen Scientific Inc. (Union City — CA, EUA), usando 1 unidade da enzima Taq High
Fidelity DNA polymerase (Thermo Sientific). Como iniciadores foram utilizados os primers
DG3’B e DGS5’y juntamente com o tampao da Taqg HF DNA polymerase e Cloreto de
Magnesio (ambos fornecido pelo kit) mais o DNA gendmico da planta e ANTP Mix. A reacdo
de amplificagdo ocorreu no termociclador Eppendorf MaxyGene gradient, programado para
um passo inicial de desnaturagdo (5 min a 94 °C), seguido por 45 ciclos de 30 segundos a 94
°C (desnaturagdo), 30 segundos a uma temperatura de 50°C (anelamento) e 1 minuto a 72 °C
(extensdo). No ultimo ciclo, foi realizado uma ultima fase de extensio prolongada (72 °C por
7 min). Ap6s a reacdo de PCR o termociclador foi programado a incubar as amostras a 4 °C.
Os produtos das reacdes foram submetidas a eletroforese em gel de agarose a 1% na presenca

da um marcador de DNA.

3.3.3 Ligagdo do produto de amplificacdo ao vetor pGEM-T-easy

O produto amplificado foi ligado ao plasmideo pGEM-T Easy Vector (Promega,
USA), de acordo com as especificacdes do fabricante. O inserto foi ligado na regido de
insercdo do sitio multiplo de clonagem do tipo T/A. O vetor tem o marcador de selecdo LacZ.
A férmula fornecida pelo manual do fabricante foi utilizada para calcular a quantidade de

DNA necessdria para a reacdo de ligacdo com o vetor, com uma razao de 10:1 (inserto: vetor).

[vetor (ng) x tamanho do inserto (pb)] x razdo = inserto (ng)

tamanho do vetor (pb)

Para a reacdo foi utilizado 25 ng do vetor de clonagem. Concentragdo de DNA
utilizado a equacao 1:

(25ngx 500 pb) x 10
3000 pb

= 41,6 pb



40

A ligacdo foi realizada usando 41,6 ng de DNA e com o vetor de clonagem

PGEM-T-easy a 4 °C por 16 horas em termociclador Eppendorf MaxyGene gradient.

3.3.4 Transformagao bacteriana

O produto da reacdo de ligacdo foi submetido a uma transformagao bacteriana, por
choque térmico, com a cepa DHS5a de Escherichia coli.

A transformacio foi realizada em 200 uL de CaCl> 0,2 mol/L contendo uma
colonia de E. coli DH5a, crescida em meio LB agar, e o produto da reacdo de ligacdo. A
mistura fol incubada em banho de gelo por 30 minutos seguido de banho maria a 42 °C por 90
segundos e novamente em banho de gelo por 2 minutos. Apds o choque térmico as células
foram transferidas para um tubo falcon contendo 800 uL de meio SOC (2% de triptona, 0,5 %
de extrato de levedura, 0,05 % de NaCl, 0,0025 mol/L de KCl, 0,01 mol/L. de MgCl, e 0,02
mol/L de glicose) pré-aquecido a 37 °C e foram incubadas por 1 hora a 37 °C com agitacdo de
200 rpm. Com o auxilio da al¢ca de Drigalsk foram incorporadas 200 uL das células
transformadas com o produto da reacdo de ligacdo em placas de petri contendo meio SOB
(2% de triptona, 0,5 % de extrato de levedura, 0,05 % de NaCl, 0,0025 mol/L. de KCl e 0,01
mol/L de MgClz) 4gar, ampicilina 100 ug/mL, IPTG 0,5 mM e X-Gal 40 pg/mL, sendo
incubadas por 16 horas a 37 °C. Colonias brancas foram consideradas transformadas

conforme o método de selegdo LacZ do vetor pPGEM-T-easy.

3.3.5 Purificacdo dos plasmideos recombinantes e confirmacdo da transformagdo

Colodnias brancas de E. coli DH50, obtidas a partir da etapa de transformacao
bacteriana, foram submetidas a extracdo do DNA plasmidial de acordo com o AxyPrep
Plasmid Miniprep kit (Axygen biosciences) com algumas modificacdes.

As colonias brancas isoladas foram transferidas para 5 mL de meio LB broth
contendo ampicilina 100 pg/ul e incubadas por 16 horas a 37°C com agitagao de 200 rpm.

A cultura foi centrifugada a 4.000 x g por 5 minutos a 4°C e o sobrenadante
descartado. Ao precipitado de células foram adicionados 250 pL. do tampao S1 (tampao de
equilibrio) e as células foram resuspendidas com um agitador. Em seguida, foram adicionados

250 pL do tampao S2 (tampao de lise) e a mistura foi invertida cuidadosamente. Na mistura
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foi adicionados 350 pL. do tampao S3 (tampao de neutralizacdo), novamente invertido
cuidadosamente e centrifugado a 12.000 x g por 10 minutos e a 4°C.

O sobrenadante foi transferido para uma coluna de miniprep em um microtubo de
2 mL (fornecido), centrifugado a 12.000 x g por 1 minuto a 4°C e o filtrado foi descartado. Na
coluna foi adicionado 700 pL de tampao W2 (tampao de lavagem), centrifugado a 12.000 x g
por 1 minuto a 4°C e o filtrado novamente descartado. A coluna foi transferida para um
microtubo de 1,5 mL estéril e os plasmideos foram recuperados em 20 puL de adgua ultrapura

estéril.

3.3.6 Anadlise da sequéncia do fragmento

Os plasmideos foram sequenciados em sequenciador automético MegaBACE (GE
Healthcare) pelo método de Sanger (ou método didesoxi). Os oligonucleotideos iniciadores
usados foram T7 promotor senso e SP6 promotor anti senso para realizacdo do
sequenciamento por ambos os sentidos do plasmideo. As reads foram analisadas pelo
programa Phred-Phrap-Consed (EWING et al., 1998).

As contigs formadas foram traduzidas em aminodcidos pelo programa Translate a
DNA Sequence (http://www.vivo.colostate.edu/molkit/translate/) e as sequéncias de
aminodcidos foram comparadas com os dados obtidos por espectrometria de massas

sequencial.

3.4 Anadlise filogenética da lectina de Canavalia bonariensis

Sequéncias de aminoacidos de lectinas da subtribo Diocleinae (Canavalia
ensiformis, C. brasiliensis, C. maritma, C. gladiata, C. grandiflora, C. boliviana, C. lineata,
C. virosa, Camptosema pedicellatum, Cratylia floribunda, Dioclea violacea, D. guianensis,
D. sclerocarpa, D. lehmannii, D. rostrata e D. virgata) obtidas no GenBank
(http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) foram utilizadas para a construcdo das arvores filogenéticas,
juntamente com sequéncias de Canavalia bonariensis, obtida neste trabalho por meio de
técnicas de espectrometria de massas e biologia molecular. O alinhamento entre as sequéncias
foi realizado por meio do software Jalview 2.8.1, sendo posteriormente submetidas ao teste
do modelo via programa MEGA6. A reconstrucdo filogenética envolvendo o método de
maxima verossimilhanga foi feita ainda com o auxilio do MEGA®6, utilizando o teste de

Bootstrap como medida de suporte com adi¢do aleatéria de 500 repeticdes, para verificar a
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consisténcia e confianca nas topologias. As andlises filogenéticas por Inferéncia Bayesiana
foram realizadas a partir da utilizagdo dos programas BEAUTi e BEAST 1.8, utilizando duas
corridas independentes com 1.000.000 de gerac¢des e amostragem a cada 100 geragdes, com
pardmetro Gamma (G) e proporcdo de sitios invaridveis (I). Como grupo externo na andlise
foi utilizada a sequénciade Bowringia mildbraedii, escolhido por meio de buscas de

similaridade nos bancos de dados de lectinas.da familia Leguminosae.

3.5 Avaliacao do efeito edematogénico da lectina de Canavalia bonariensis

3.5.1 Modelo Edema de Pata

Camundongos Swiss (25-30 g, n = 8) foram mantidos em ciclo claro/escuro de
12/12 h a 25 °C, com 4gua e comida ad libitum. Protocolos experimentais foram aprovados
pelo Comité de Etica da UECE (CEUA N° 10130208-8/40), seguindo o Guia de Cuidados e
Uso de Animais de Laboratério da Academia Nacional de Ciéncias (8* Edi¢ao, 2011).

O edema da pata foi induzido por injecdo subcutinea (s.c.) de CaBo (0,1, 1,0 e 10
mg/kg; 0,5 ml/g massa corporal) na pata posterior dos camundongos e comparados com 0s
animais controle que receberam solucdo salina estéril (NaCl 0,9%). O edema da pata foi
mensurado imediatamente antes da injecdo de estimulos inflamatérios (tempo zero) e em
intervalos de tempo selecionados (1-96 h) por hidropletismometria. Os dados foram
calculados como a variacdo do volume da pata (mL) ou a area sob a curva do curso-tempo

(ASC, em unidades arbitrérias) em relacao ao tempo zero (LANDUCCI et al., 1995).

3.5.2 — Anadlise estatistica

Os resultados fora apresentados como média + erro padrdao da média (EPM) e as
diferencgas estatisticas entre os grupo foram obtidas através da analise de variancia (ANOVA),

seguida de teste t de Student. Valores de p<0,05 foram considerados significantes.
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4 RESULTADOS E DISCUSSOES

4.1 Purificacio da lectina de sementes de Canavalia bonariensis e analise fisico-quimica

A partir do extrato total da C. bonariensis foi purificada através de um unico
passo cromatografico uma lectina denominada CaBo, conforme protocolo ja estabelecido por
Cavada (1996). O rendimento total foi de aproximadamente 5 mg da proteina a partirde 1 g
de semente. A lectina aglutinou preferencialmente eritrécitos de coelho tratado com a enzima
tripsina e a integridade da proteina foi acompanhada através de atividade hemaglutinate. A
etapa de purificacdo resultou na lectina purificada com grau de pureza de 8,45 vezes em

relagdo ao extrato total (TABELA 1).

Tabela 1 — Tabela de purificacdo da CaBo

Proteinas AHE® Fator de
Fragdo UH® o
(mg/mL) (U.H./mgP) Purificacio @
Extrato 0,066 32 484,84 1
PII 0,5 2048 4096 8,45

Fonte: Elaborado pelo autor.

a) Concentragdo de proteinas soltiveis (mg/mL);

b) Atividade hemaglutinante contra eritrécitos de coelho tratados com tripsina, expressa em termos de Unidade
Hemaglutinante (U.H./mL);

c) Atividade Hemaglutinante Especifica calculada como a relagdo entre a atividade hemaglutinante e a
concentracdo de proteinas;

d) Fator de Purificacdo, calculado como a relag@o entre a atividade hemaglutinante especifica da lectina e do
extrato total.

O perfil da proteina foi monitorado por eletroforese em gel de acrilamida na presenca
de SDS. A proteina € composta por uma cadeia alfa madura de aproximadamente 25 kDa e
duas outras subunidades beta e gama de aproximadamente 12 e 13 kDa, estrutura similar
encontrada em outras lectinas da subtribo Diocleinae (FIGURA 4), o que sugere que a CaBo
sofra 0 mesmo processamento pOs-traducional descrito por Carrington et al., (1985),

conforme as demais lectinas do género.
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Figura 4 — SDS-PAGE da CaBo
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Fonte: Elaborada pelo autor. 1 - Marcador molecular: BSA (66 kDa), ConBr (25, 14 e 12 kDa) 2- Lectina de
Canavalia bonariensis (CaBo), 3- Lectina de Canavalia brasiliensis (ConBr).

Foram realizados ensaios de atividade hemaglutinante com a CaBo em variadas
condi¢des de temperatura e pH. A lectina mostrou que € estdvel em temperaturas que podem
variar entre 30 até 70 °C por uma hora e também em faixas de entre 7,0 e 9,0. Em condi¢des
mais extremas do meio a CaBo perdeu sua atividade devido a perda da sua estrutura
tridimensional. Segundo Claverie et al., (1978), a reacdo de associagdo dimero/tetramero da
ConA (lectina de Canavalia ensiformis) é governada pelo estado de ionizacdo da cadeia
lateral da histidina presente em cada subunidade (His51 ou His121). Essa organizacdo
estrutural regula a atividade da proteina.

Também foi verificado que a CaBo € uma proteina metal-dependente. A lectina
perdeu significativamente sua capacidade de aglutinar eritrécitos apds didlise contra solugdo
de EDTA 0,05 mol/L. O EDTA atua formando um complexo com os metais ligados a
estrutura da protefna. Os cétions divalentes, preferencialmente Ca** e Mn ** se ligam a sitios
especificos da proteina e ajudam a estabilizar sua estrutura e na sua auséncia ocorre perda da

capacidade de ligacdo da lectina a carboidratos (LORIS et al., 2004).
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4.2 Determinacdo da massa molecular e sequenciamento proteico da CaBo por

espectrometria de massas.

A massa molecular da CaBo foi confirmada com maior precisdo utilizando
espectrometria de massa MALDI — ToF/MS. Os dados foram processados utilizando o
software Compass™ 1.3 e o resultado mostrou a presenca de um fons de 25512, 339 Da
correspondendo a cadeia a madura da lectina e outros fons de 12999,625 Da e 12537,256 Da
corresponde aos fragmentos P e 7y, respectivamente (FIGURA 5), valores préximos aos
observados anteriormente por SDS-PAGE e que confirmam o padrdo estrutural existente nas

lectinas de Diocleinae como a Canavalia brasiliensis (ConBr) e Canavalia maritma (CML).

Figura 5 — Espectro de massa MALDI-ToF/MS da CaBo.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Espectro de massa/carga mostrando em (A) a massa média média da CaBo e em seu
estados mono emulticarrecados. Em (B) ampliagdo de regido do espectro referente as cadeias f e y e a cadeia a
duplamente carregada.

No espectro de massa MALDI — ToF/MS da CaBo foi possivel também observar
ions referentes a cadeia o em estados multicarregado, os fons de 12758,553 Da, 8506,297 Da
e 6500,245 Da correspondem a cadeia o com 2, 3 e 4 cargas respectivamente.

Para o sequenciamento dos aminodcidos da CaBo, a proteina foi digerida com as
enzimas tripsina e quimiotripsina. O conjunto de peptideos oriundos das digestdes foram
aplicados ao espectrometro de massa e os dados coletados foram processados e analisados
utilizando o programa MassLynx v4.1 (Waters Corp) e ProteinLynx v2.4 (Waters Corp).
Alguns peptideos foram identificados através de busca em banco de dados do NCBI e
SwissProt utilizando ferramentas de pesquisa por padrio de fragmentacdo dos peptideos
(PMF). Os demais peptideos foram sequenciados por interpretacio manual dos espectros de
fregmentacdo conforme ilustrado na figura 6 a interpretacdo manual do peptideo T3. Na

tabela 2 estdo apresentados o conjunto de peptideos da CaBo obtidos por MS/MS.



47

Tabela 2 — Massa molecular e sequéncia dos peptideos da lectina de Canavalia bonariensis
oriundos das digestdes com tripsina € quimitripsina

Massa Molecular (Da) Diferenca
Peptideo Sequéncia
Observada Calculada de Massa
T1* 3268,5137 3268,4137 ADTIVAVELDTYPNTDIGDPNYPHIGIDIK -0,1

T2 876,3876  876,3912 WNMQNGK 0,00

T3 1358,6589 1358,6942 VGTAHLNYNSVGK 0,04

T4* 2603,2490 2603,1590 VGLSATTGLYKETNTILSWSFTSK -0,09

Tripsina T5 2098,7690 2098,970 SNSTADANALHFTFNQFSK 0,20

T6* 2101,9438 2102,0438 DLILQGDATTGTDGNLELTR 0,10

T7 1344.6146 1344.6382 VSSNGSPQGNSVGR 0,02

T8 814,3575 814,3861 SFDATFK 0,03

T9 1576,6931 1576,7845 FLANLDSSLPSGSNR 0,09

o Q1 2088,1315 2088,0412 SYDVDLDNVLPEWVRVGL 0,09

Quimiotripsina
Q2 2037,9014 2038,0014 SFTSKLKSNSTADANALHF 0,10

Elaborada pelo autor.

* Peptideos identificados através de busca em bancos de dados. Os demais peptideos foram sequenciados por
espectrometria de massas sequencial.

Nao foi possivel obter cobertura total da sequéncia da CaBo por meio da

espectrometria de massas mesmo com a utilizacao de diferentes enzimas proteoliticas (tripsina

e quimiotripsina) para a fragmentacdo dos peptideos. Dessa forma a sequéncia completa da

lectina foi obtida através da traducdo da sequéncia de cDNA de clones transformados do gene

isolado da lectina.

Figura 6 — Sequenciamento de novo do peptideo T9.
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Fonte: Elaborado pelo autor. Espectro de MS/MS de um fon duplamente carregado com m/z 789,35 cuja série de

fons-y foi utilizada para determinag@o da sequéncia de aminodcidos.
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4.3 Clonagem molecular da CaBo

A extracdo do DNA genomico da Canavalia bonariensis foi feita a partir de 0,8 g das
folhas frescas congeladas e maceradas. A extracdo pelo método CTAB feita em duplicata
resultou em duas solu¢des contendo 555,5 ng/ uLL e 602,0 ng/uLL. de DNA. A eletroforese em gel
de agarose mostra a integridade do DNA gendmico obtido apds a preparacdo (FIGURA 7).

Figura 7 — Eletroforese em gel de agarose 1%: Extracdo do DNA gendmico da C. bonariensis.

Fonte: Elaborada pelo autor. Pogos 1 e 2 - DNA da Canavalia bonariensis.

A amplificagdo do DNA foi realizada através de uma reacio de polimerizagdo em
cadeia (PCR). Foram utilizadas a amostra 2 do DNA gendmico da C. bonariensis, juntamente
com os iniciadores DG3’a e DG5’y. Apos a reagdo a amostra foi revelada em gel de agarose

1% e o resultado mostrou a amplificacdo de um fragmento de interesse (FIGURA 8).

Figura 8 — Eletroforese em gel de agarose 1%: PCR do DNA gendmico da C. bonariensis.
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Fonte: Elaborada pelo autor. Poco 1: marcador 870 pb e 500 pb; poco 2: controle negativo; poco 3: PCR do gene

da C. bonariensis.
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A quantificagdo das amostras usadas na PCR mostrou 875,0 ng/ uL de DNA no
controle negativo e 977,5 ng/ uL de DNA da C. bonariensis, totalizando entdao 102,5 ng/ uL
de DNA como produto de PCR. Esse produto contendo o fragmento de DNA de interesse foi
utilizado para a reagdo de ligacdo e clonagem no vetor pPGEM-T-easy e depois transformado
em células de E. coli cepa DH5a. A confirmagao dos clones foi feita através de PCR Colony
(FIGURA 9). 10 clones foram utilizados na reacdo e um total de 7 clones (pocos 3, 4, 5,

7,8,9,10) do fragmento foram selecionados para serem sequenciados.

Figura 9 — Eletroforese em gel de agarose 1%: PCR Colony para confirmacdo dos clones de

interesse.
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Fonte: Elaborado pelo autor. 1: Marcador 1 kilobase; 2: Controle negativo; 3-12: Clones transformados.

Os fragmentos selecionados foram sequenciados e traduzidos, revelando uma
sequéncia de 267 aminodcidos, que confirmaram os peptideos obtidos por espectrometria de
massas.

Com a integracdo dos peptideos obtidos por espectrometria de massas € a
sequéncia obtida por traducdo do cDNA da CaBo foi possivel obter a estrutura priméria

completa da lectina (FIGURA 10).
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Figura 10 — Sequéncia da cadeia alfa da lectina de Canavalia bonariensis.

1 ADTIVAVELD TYPNTDIGDP NYPHIGIDIK SIRSKKTTRW NIQNGKVGTA HINYNSVGKR
e I | | ==T2-=| | -—==~ T3--——- |

61 LSAIVSYPNS DSATVSYDVD LDNVLPEWVR VGLSATTGLY KETNTILSWS FTSKLKSNST

Fonte: Elaborada pelo autor. Mapa dos pepetideos obtidos por digestdo com tripsina (T) e quimiotripsina (Q) e
sequéncia dos aminoécidos traduzidos das contigs do DNA.

A sequéncia do N-terminal da CaBo obtida por Calvete et. al (1999)., foi
confrontada com a sequéncia obtida neste trabalho. Ambas apresentaram identidade de 100 %
até o aminoécido na posi¢do 25. A sequéncia primdria completa da CaBo serd depositada no
banco de dados “UniProt Knowledge Base” e o seu nimero de acesso, quando disponivel,
estara disponivel para consulta no NCBI.

A massa tedrica calculada da CaBo e das suas subunidades estdo de acordo com
as massas determinadas experimentalmente por MALDI-ToF/MS (a = 25512; B = 12998; y =
12534).

Comparando a lectina de Canavalia bonariensis (CaBo) com demais lectinas de
Diocleinae verifica-se uma alta similaridade entre a estrutura primdria dessas proteinas,
principalmente aquelas do género Canavalia (FIGURA 11). Essa conservacdo de residuos é

caracteristica das lectinas de Diocleinae.



Figura 11 — Alinhamento das sequéncias de aminodcidos das lectinas de Diocleinae
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Canavalia_brasiliensis SPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLFPDAN 237
Canavalia_boliviana SPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLFPDAN 237
Canavalia_ensiformis SPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLFPDAN 237
Canavalia_maritima SSDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLFPDAN 237
Canavalia_gladiata SPDSHPADGIAFFISNIDSSIPSGSTGRLLGLFPDAN 237
Canavalia_grandiflora SPDSDPADGITFFISNMDSTIPSGSGGRLLGLFPDAN 237
Canavalia_bonariensis SPDSEPADGITFFIANIDSSIPSGSGGRLLGLFPDAN 237
Camptosema_pedicellatum SPDSDPADGIAFFIANTDSSIPHGSGGRLLGLFPDAN 236
Cratylia_floribunda STDSDIADGIAFFIANTDSSIPHGSGGRLLGLFPDAN 236
Dioclea_violacea SPDRDPADGITFFIANTDTSIPSGSGGRLLGLFPDAN 237
Dioclea_virgata SPDRDPADGITFFIANTDTSIPSGSGGRLLGLFPDAN 237
Dioclea_sclerocarpa SPDREPADGITFFIANTDTSIPSGSGGRLLGLFPDAN 237
Dioclea_rostrata SPDRDPADGITFFIANPDTSIPSGSGGRLLGLFPDAN 237
Dioclea_guianensis SPDRDPADGITFFIANTDTSIPSGSGGRLLGLFPDAN 237

Fonte: Elaborada pelo autor.

* ok kokokkaokoksk ek ke e ko kok o skekokokokoskokokkokok
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Tabela 3 — Similaridade entre a estrutura primaria da CaBo e demais lectinas da tribo

Diocleinae.

Lectina Escore (%)
ConA 91,14
ConBr 90,72
ConGr 90,72

CGL 92,41
Cbol 90,72
ConM 91,56
CPL 85,59
CFL 85,17
DvirLL 86,08
DVL 86,08
DRL 86,92
Dguil 85,65
DSL 84,81

Fonte: Elaborada pelo autor.

A CaBo possui sequéncia proteica bastante conservada em relacdo as demais

lectinas do mesmo género, apresentando similaridade de aproximadamente 91% com essas

proteinas, mas ao longo da sua sequéncia surgem algumas modificacdes de residuos de

aminodcidos que sdo caracteristicos das lectinas do género. Essas modificacdes (A121 e
A123) sugerem que a lectina de Canavalia bonariensis seja a mais primitiva dentre as demais
lectinas de Canavalias e tenha se originado de um ancestral comum que divergiu formando as

lectinas dos géneros Canavalia, Dioclea, Cratylia e Captosema. Esse resultado ¢ mais
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evidénciado na arvore filogenética formada a partir das sequéncias de aminodcidos das

lectinas de Diocleinae (FIGURA 12).

Figura 12 — Arvére filogenética exibindo as relacdes evolutivas entre as lectinas de
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39

Dioclea lehmannii

Dioclea guianensis

63

{Dinclea sclerocarpa
B4 Dioclea rostrata

Bowringia mildbraedii

Fonte: Elaborada pelo autor. Os nimeros entre os ramos indicam a confian¢a dos resultados em uma escala

variando de 0-100. A lectina de Bowringia mildbraedii (BMA) foi utilizada como grupo externo.

A andlise filogenética demonstra a escala evolutiva entre as lectinas. A posi¢do

basal da Canavalia bonariensis na ramificacdo das Canavalias é considerado um indicio de

que esta lectina seja a mais primitiva entre as demais do mesmo género.
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4.4 Avaliacao do efeito edematogénico da lectina de Canavalia bonariensis

A injecdo subcutanea da CaBo induziu um edema de pata mostrando o efeito
maximo na dose de 10 mg/kg. Nesta dose, o efeito edematogénico da CaBo comecou em 1 h
(0,09 £ 0,01 mL), atingiu um pico maximo apds 24 h da injecdo (0,27 + 0,03 mL, comparado
com a solugdo salina: 0 mL) e manteve-se significativa até 56* h (0,03 + 0,006 mL; Fig. 13A,
B). Estes dados demonstram que o processo inflamatério produzido pela lectina possui efeito
tardio.

Outras lectinas do mesmo género jd apresentaram efeito semelhante de indugado de
edemas em patas de camundongos, conforme descrito por Assreuy et al., 2009, para as

lectinas de C. maritma, C. brasiliensis e C. gladiata.

Figura 13. CaBo induz edema de pata em camundongos.
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Fonte: Elaborada pelo autor. CaBo (0,1, 1, 10 mg/kg) ou salina estéril (0,1 mL/100 g de peso corporal) foram

injetados s.c. nas patas posteriores de camundongos. O edema foi medido antes (tempo zero) e durante 1-96
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horas depois e expressos como (A) aumento no volume da pata (mL) ou como (B) ASC. Média + E.P.M. (n = 8).

*p<0,05 comparado com solugdo salina. #p<0,05 em relacdo CaBo (10 mg/kg).
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5 CONCLUSAO

Com base nos resultados apresentados temos que uma lectina de sementes de
Canavalia bonariensis Lindl, denominada CaBo, foi purificada através de um protocolo
reprodutivel de alta efice€ncia. uma lectina glicose/manose especifica a partir. A CaBo
mostrou-se estdvel quando submetida a uma ampla variagdo de temperatura e pH, e teve sua
hemaglutinante comprometida quando na presenca de agente quelante, conforme o esperado
para lectinas do mesmo tipo (lectinas conhecidas como ConA-like).

Novos resultados foram somados aos dados estruturais da CaBo. A proteina é
composta de uma cadeia o de 25512,339 Da e duas subunidades B ¢ y de massa 12999,625 Da
e 12537,256 Da, respectivamente. A sequéncia da lectina foi determinada e apresentou
elevada similaridade com outras lectinas de Diocleinae, e quando foi realizada uma analise
filogenética da CaBo mostrou-se mais primitiva em relacdo as lectinas isoladas do género
Canavalia.

O trabalho também apresentou resultados relevantes com relacdo efeitos
edematogénicos da lectina de C. bonariensis, indicando que esta molécula deva desencadear
um processo inflamatdrio tardio.

Esses novos resultados devem ser somados aos estudos estruturais e funcionais de
lectinas de Diocleinae e fornecem subsidios para a utilizacdo de lectinas vegetais com

ferramentas biotecnoldgicas.
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