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RESUMO

As sementes de Machaerium acutifolium Vogel, uma espécie pertencente a familia
Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Dalbergieae, possuem uma lectina
manose/N-acetil-D-glicosamina especifica, que aglutina eritrocitos de coelho e
humano, nativos ou tratados com enzimas proteoliticas. A lectina de sementes de M.
acutifolium foi purificada por precipitagdo por sulfato de amoénio, seguida por uma
cromatografia de afinidade em matriz de quitina. Esse procedimento resultou na
lectina purificada, nomeada de MAL. O processo de purificagdo da MAL foi
monitorado por SDS-PAGE e atividade hemaglutinante espécifica. A lectina
purificada é caracterizada por um perfil eletroforético composto por quatro bandas,
sendo a banda maior com massa molecular aparente de 30 KDa e as bandas
menores com 18, 15 e 12 KDa respetivamente, tanto na presenca quanto na
auséncia de um agente redutor. MAL é uma glicoproteina e demonstra elevada
estabilidade em ampla faixa de temperatura e pH, sendo capaz de manter sua
atividade hemaglutinante ap6s a exposi¢ao a temperaturas de até 70 °C por 1 hora e
na faixa de pH de 6,0 a 9,0. MAL n&o apresentou atividade téxica contra nauplios de
Artemia sp.

Palavras-chave: Lectina, Atividade hemaglutinante, Machaerium acutifolium.



ABSTRACT

The seeds of Machaerium acutifolium Vogel, a species belonging to the family
Leguminosae, subfamily Papilionoideae, Dalbergieae tribe, has a mannose/N-acetyl-
D-glucosamine specific lectin that agglutinates rabbit and human erythrocytes native
or enzymatically treated with proteolytic enzymes. The lectin from M. acutifolium
seeds was purified by precipitation using ammonium sulfate followed by chitin matrix
affinity chromatography. This procedure resulted in the purified lectin, named MAL.
The purification process of MAL was monitored by SDS-PAGE and hemagglutinating
activity. It was observed that is characterized by an electrophoretic profile composed
of four bands, one larger band with apparent molecular weight of 30 KDa and three
smaller bands of 18, 15 and 12 KDa respectively, both in the presence and absence
of a reducing agent. MAL is a glycoprotein with high stability, being able to maintain
its hemagglutinating activity after exposure to temperatures up to 70 ° C for 1 hour
and in the pH range of 6.0 to 9.0. MAL didn’t present toxicity against Artemia sp
nauplii.

Key words: Lectin, Hemagglutinating activity, Machaerium acutifolium.
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1- INTRODUCAO
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1.1 Aspectos Gerais de Lectinas

As lectinas sado proteinas que vem despertando grande interresse por
suas atividades biologicas e aplicacbes em diversas areas da ciéncia. Essas
aplicagbes sao bem amplas indo da medicina a agricultura, sendo muitas destas
proteinas usadas como ferramentas basicas de biotecnologia (BENEVIDES, 2008).
As lectinas sdao amplamente distribuidas na natureza, estando presente desde
organismos simples como virus, bactérias e fungos até organismos complexos como
plantas e animais, no entanto, apesar dessa vasta distribui¢cao, as lectinas de plantas
sdo as mais pesquisadas. Por definicdo, as lectinas sao proteinas de origem nao
imunolégica que possuem a capacidade de se ligar a carboidratos e glicoproteinas
de forma especifica e reversivel (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Devido a essa
propriedade primordial as lectinas apresentam a capacidade de decifrar o
glicocédigo e assim apresentar uma ampla gama de atividades biolégicas tais como:
Atividade antitumoral (LEI; CHANG 2009), bloqueador de infecgéao por HIV e inibidor
de replicacao viral (SWANSON et al., 2010), atividade antiinflamatéria (ASSREUY et
al., 1997), antimicrobiana (JACK; TURNER, 2003) e inseticida (MACEDO et al.,
2007).

A interacao de lectinas com carboidratos pode ser tao especifica quanto a
interacdo antigeno/anticorpo e enzima/substrato. Essas proteinas nao se ligam a
apenas a oligossacarideos nas células, mas também a glicanos livres, incluindo
monossacarideos (GHAZARIAN; IDONI; OPPENHEIMER, 2011).

A habilidade das lectinas de se ligaram a carboidratos se restringe a um
pequeno numero de aminoacidos na estrutura da proteina que compdem uma regiao
denominada dominio de reconhecimento a carboidratos (CRD) (SHARON; LIS,
2004). Essa ligagdo tem um papel importante na interagdo das plantas com outros
microrganismos (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). E constatado que as lectinas de
plantas estdo presentes ndo sé nas sementes, mas, também, em tecidos diversos
tais como folhas, caule, frutos e raizes (PEUMANS; VAN DAMME, 1995). Suscitando
sua participagdo como elemento de defesa contra patégenos (ROOPASHREE et al..
2006) e atuando, também, na formacao do noédulo na associagao entre leguminosas
e bactérias fixadoras de nitrogénio atmosférico (HOFF et al., 2009).
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1.2. Glicobiologia

Durante muito tempo os carboidratos foram tratados como
macromoléculas relacionadas a processos de geracdo de energia, na forma de
monossacarideos ou oligossacarideos, ou, ainda, atuando de forma estrutural, como
a celulose na parede celular de plantas e fundos e a quitina nos exoesqueltos de
insetos. A diversidade dos carboidratos em sistemas vivos € resultado direto de
algumas de suas caracteristicas: as caracteristicas estruturais dessa molécula, a
habilidade de diferentes tipos de residuos de agucar formar ligagdes glicosidicas
com outros, o tipo de conformacédo anomérica de ligacao, a auséncia, presenca ou
posicao da ramificagdo (GORELIK et al., 2001).

Os carboidratos encontrados na superficie das células contribuem com
grande parte das interagbes entre as células e o ambiente. Por constituirem uma
camada que recobre as células, o glicocalice, os carboidratos sdo as primeiras
moléculas a serem encontradas e reconhecidas por outras células, anticorpos e
microrganismos invasores, como virus e bactérias, podendo agir também receptores
para toxinas e hormdnios. Devido ao conhecido papel da glicosilagdo na
comunicacao celular, padrées de glicosilacdo anormais sao conhecidos como
marcadores, ou em alguns casos até mesmo a causa, de certas doengas como, por
exemplo, o cancer (DENNIS et al., 1999).

Uma fungdo importante dos carboidratos é o fato de serem intermediarios
na comunicagdo celular em varios sistemas bioldgicos e podem influenciar
fenbmenos de diferenciacdo, proliferacdo e interagdo entre células em condigdes
fisioldgicas e patoldgicas. As informacdes contidas na estrutura dos oligossacarideos
conjugados a proteinas ou lipidios na superficie das células sado reconhecidas por
um grupo especializado de proteinas, as lectinas (GABIUS, 2000).

1.3 Breve historico

Em meados do século XIX, alguns fatos apontavam a existéncia de
proteinas na natureza com a capacidade de aglutinar eritrécitos. Essas proteinas
eram conhecidas como hemaglutininas ou fitohemaglutininas, por terem sido
detectadas inicialmente em plantas (SHARON; LIS, 2004).

O primeiro relato de lectinas foi realizado por Stillmark (1888) no seu
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estudo de doutorado na Universidade de Dorpat (atual Tartu, Esténia) na Rdussia,
quando trabalhava com extratos de sementes de Ricinus communis. Stillmark
identificou nesses extratos uma proteina com capacidade de aglutinar eritrécitos com
uma toxidade muito forte. Embora, agora esteja claro que a ricina era uma complexa
mistura moléculas toxicas de ricina e aglutininas ndo toxicas. Sua pesquisa foi de
grande importancia na biologia, pois foi a relacionar a toxicidade da mamona a
ocorréncia de um fator proteico hemaglutinante. Sua descoberta também se tornou
um marco na bioquimica vegetal porque a ricina foi a primeira proteina de planta
cuja atividade biolégica pbéde ser determinada (VAN DAMME et al., 1998; SHARON;
LIS, 2004) .

Dez anos depois Esfstrand (1898) propbés o termo fitohemaglutinina,
referindo-se a todas as proteinas toxicas aglutinantes vegetais. Posteriormente,
Hellin, também em Tartu, demonstrou a presenc¢a da hemaglutinina téxica, a abrina,
em extratos de feijao jequiriti (Abrus precatorius). A abrina se mostrou semelhante a
ricina e esses estudos permitiram Paul Ehrlich, no Instituto Real de Terapia
Experimental (Frankfurt), a emprega-las como modelos de antigenos para estudos
imunolégicos (SHARON; LIS, 2004).

A ideia de o carater tdxico ser uma propriedade intrinseca em proteinas
foi abandonada quando Landsteiner & Raubistschek (1908) abordaram pela primeira
vez a presenca de hemaglutininas nao toxicas em leguminosas como Phaseolus
vulgares (feijao), Pisum sativum (ervilha), Lens culinaris (lentilha), Vicia sativa (vicia).
Apoés este estudo muitas outras hemaglutininas vegetais nao toxicas foram isoladas.
Foi a partir de entdo que se evidenciou que as lectinas estdo difundidas no reino
vegetal e que a toxidade atribuida as mesmas, é excecdo, e nao regra (VAN
DAMME et al., 1998).

Por volta de 1919 a primeira hemaglutinina foi isolada de sementes de
feijdo de porco (Canavalia ensiformis) por James B. Sumner na Universidade de
Cornell (Estados Unidos), obtendo assim a primeira lectina purificada da histéria. No
ano de 1936 Sumner e Howell demonstraram que a Concavalina A aglutinava
eritrocitos e leveduras e precipitava glicogénio de solugdes. Eles também provaram
que esta atividade podia ser inibida por sacarose, demonstrando pela primeira vez a
especificidade por agucar (SHARON; LIS, 2003, 2004).

A histéria das lectinas vegetais teve um marco como a descoberta

realizada por Renkonen em 1948 e Boyd e Reguera em 1949 de que algumas
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hemaglutininas exibem uma especificidade a um grupo particular de eritrécitos
dentro do sistema ABO. Notou-se que algumas proteinas vegetais obtidas de
sementes de plantas tinham a capacidade de reconhecer um grupo especifico e
aglutina-lo, onde as hemacias do sistema ABO respondiam ao contato com essas
hemaglutininas de maneira distinta, algumas aglutinando e outras nao (VAN
DAMME et al., 1998). Esses estudos corroboram com as observagdes de Stillmark
acerca da seletividade de aglutinagdo de eritrécitos de animais mediadas por
lectinas (SHARON; LIS, 2004).

Outro grande acontecimento ocorrido em 1960 mudou a histéria das
lectinas, quando Petter C. Nowell provou que a lectina de Phaseolus vulgaris (PHA)
possui atividade mitogénica sobre linfocitos. Esses estudos tiveram um impacto
revolucionario nos estudos de imunologia, pois até aquele momento acreditava-se
que os linfécitos eram células incapazes de se diferenciar em outros tipos celulares
ou de se dividir (SHARON; LIS, 2004).

1.4 Definicoes

De acordo com a primeira definicdo de lectinas, baseada na sua
especificidade por agucar e inibicdo da reacdo de aglutinacdo, lectinas seriam um
grupo de proteinas ou glicoproteinas de origem nao imune que se ligavam a
carboidratos acarretando assim uma aglutinacao celular e/ou a formagdo de um
precipitado de glicoconjugados (GOLDSTEIN et al, 1980). Entretanto essa
nomenclatura € excludente a um grupo de lectinas, pois s6 comtempla aquelas com
dominios multiplos de ligagéo a carboidratos.

No ano de 1993, Kocourek e Horejsi propuseram que a definicdo de
lectinas levasse em consideracao as lectinas téxicas, com baixa atividade
aglutinante e que possuissem cadeia lectinica genuina, porém com a observacao de
gue as lectinas poderiam ter pelo menos uma subunidade de funcéo diferente, essa
definicao foi também considerada restrita (SHARON; LIS, 2004).

Em 1988, Borondes propds uma definicdo de lectinas que afirmava que
eram proteinas ligantes a carboidratos excluindo desta classe enzimas e anticorpos.
Essa definicdo deixava de fora as Proteina Inativadoras de Ribossomos (RIPs) do
tipo Il e as quitinases classe | que possuem tanto um dominio de ligacdo a
carboidratos quanto um dominio catalitico. Assim, a definicdo nao poderia excluir
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todas as enzimas.

Observando toda a evolugcdo do conceito de lectinas, Peumans e Van
Damme em 1995, propuseram uma definicdo mais completa a cerca de lectinas,
como sendo proteinas de origem ndo imune que possuem pelo menos um dominio

nao catalitico ligante reversivelmente a um mono ou oligossacarideo especifico.

1.5 Classificacao

As lectinas vegetais constituem um grupo heterogéneo de proteinas por
serem diferentes entre si no que diz respeito as suas propriedades bioquimicas e
fisico-quimicas, estrutura molecular, especificidade e atividades biolégicas (VAN
DAMME et al, 1998), o que torna complexa a tarefa de tentar agrupa-las
considerando todos os aspectos que as descrevem simultaneamente.

No intuito de classificar as lectinas vegetais Peumans e Van Damme
(1995) as dividiram quatro grupos: Merolectinas, Hololectinas, Quimerolectinas e
Superlectinas (Figura 1).

Merolectinas sdo proteinas que possuem apenas um unico dominio de
ligacao a carboidratos e ndo possuem a capacidade de oligomerizacdo, nao sendo
capaz de aglutinar células e nem precipitar glicoconjugados. A heveina, uma
proteina isolada do latex da seringueira (Hevea brasiliensis), que se liga a quitina, é
uma tipica merolectina (VAN PARIJS et al., 1991).

Hololectinas sédo proteinas com mais de um dominio de ligacdo a
carboidratos estruturalmente semelhantes e assim sdo capazes de aglutinar células
e precipitar glicoconjugados. Sao exemplos tipicos de hololectinas aquelas isoladas
de sementes de plantas pertencentes aos géneros Canavalia e Dioclea (familia
Leguminoseae, subfamilia Papilionoideae, tribo Phaseoleae) (CAVADA et al., 2001).

Quimerolectinas séo proteinas que possuem um dominio ndo relacionado
a atividade lectinica aléem de um ou mais dominios de ligagdo a carboidratos, com
uma atividade catalitica bem definida, e que age independentemente dos dominios
de carboidratos ligantes. Sdo exemplos de quimerolectinas as proteinas conhecidas
como RIPs (Proteinas inativadoras de ribossomos), como a ricina (toxina da
mamona, Ricinus communis) e a abrina (toxina de Abrus precatorius), que possuem
dois dominios de ligacado para carboidratos comportando-se como uma hololectina e
um dominio para a inativagdo do ribossomo (PEUMANS & VAN DAMME, 1998).



19

Outro exemplo é a lectina isolada de sementes de Parkia platycephala, conhecida
como PPL-2, que possui além do sitio ligante a carboidrato, um sitio catalitico com
atividade endoquitinasica (CAVADA et al., 2006).

Superlectinas sao proteinas semelhantes as hololectinas, possuem mais
de um dominio de ligacdo a carboidrato, porém esses dominios reconhecem
acucares estruturalmente e funcionalmente diferentes. Como exemplo, a lectina
isolada do bulbo de tulipa (TxLCI) que é composta por dois dominios de ligagao a
carboidratos, que reconhecem manose e N-acetil-galactosamina, respectivamente
(VAN DAMME et al., 1996).

Figura 1 : Classificagdo estrutural de lectinas de plantas em Merolectinas, Hololectinas,
Quimerolectinas e Superlectinas.

Merolectina Hololectina

Heveina

Quimerolectina

PPL-2 | Banana lectin

@ = Dominios de ligacdo a carboidratos
- = Dominio catalitico

Fonte: Elaborado pelo autor, adaptado de Peumans e Van Damme, 1999. Representagao
esquematica de merolectinas (Heveina; PDB: 1Q9B), Hololectina (ConBr; PDB: 3JU9), quimerolectina
(PPL-2; PDB: 2GSJ) e superlectinas, estas Ultimas ndo possuem representantes com estrutura
tridimensional elucidada.

De acordo com Van Damme e colaboradores (1998) as lectinas vegetais
podem ainda ser classificadas em sete familias (Figura 2). S&o elas: (A) Lectinas de
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leguminosas; (B) Lectinas de monocotiledéneas ligantes a manose; (C) Lectinas
ligantes a quitina; (D) RIPs tipo 2; (E) Lectinas relacionadas a jacalina; (F) Lectinas
relacionadas a amarentina e (G) Lectinas de floema de Curcubitaceae. Essa
classificacdo toma como base as caracteristicas estruturais e de afinidade a
carboidratos apresentadas por essas proteinas.

As lectinas de leguminosas correspondem a familia mais estudada até o
momento, muitas delas ja purificadas e caracterizadas. As proteinas desse grupo
caracterizam-se por possuirem semelhangas quanto as caracteristicas fisico-
quimicas (DAMICO, 2002). Sao similares também no que diz respeito as estruturas
primarias e terciarias sendo que, suas caracteristicas estruturais quaternarias variam
amplamente (LORIS et al.,, 1998). Se enquadram nesse grupo a Concanavalina-A
(ConA), extraida de sementes de Canavalia ensiformes, e as lectinas extraidas de
outras plantas da subtribo Diocleinae (CAVADA et al., 2001).

As lectinas ligantes a quitina sdao capazes de se ligar a residuos de N-
acetilglicosamina (principal unidade monomeérica constituinte da quitina) e tem como
caracteristica principal o fato de possuir um dominio heveinico em suas moléculas
(VAN DAMME et al., 1998). S&o encontradas em cinco familias ndo relacionadas
taxonomicamente: Gramineae, Solanaceae, urticaceae, Papaveraceae, e
Amaranthaceae. Sao também exemplos de lectinas que se ligam a quitina as
quitinases classe | (COLLINGE et al., 1993).

As proteinas inativadoras de ribossomos (RIPs) do tipo 2 e lectinas
relacionadas sdo conhecidas por serem potentes agentes citotdéxicos. Elas possuem
atividade catalitica e podem inativar os ribossomos eucaribticos pela clivagem de
uma ligagdo N-glicosidica de um residuo de adenina no RNA. A Ricina (Ricinus
communis) e Abrina (Abrus precatorius) sao exemplos classicos de RIPs tipo 2 com
potentes atividades bioldgicas (PEUMANS et al., 2001).

O termo “lectinas de monocotiledéneas que se ligam a manose” Refere-se
a um grupo de lectinas que possuem especificidade por manose, encontradas
exclusivamente em plantas monocotiledéneas, como por exemplo, as familias
Amaryllidaceae, Alliaceae, Araceae, Liliaceae, Orchidaceae e Bromeliaceae (VAN
DAMME at al., 1998). Todas as lectinas ligantes a manose sdo constituidas de 1,2,3
ou 4 subunidades de 12 kDa e todas sdo manose especificas restritas, ou seja sé
apresentam especificidade a um Unico agucar, nesse caso manose.

As lectinas isoladas do floema de Cucurbitaceae sdo proteinas compostas
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de duas subunidades idénticas de 24 kDa que se ligam a residuos de N-
acetilglicosamina. Normalmente sao glicosiladas e contém um dominio especifico
para quitina, sem apresentar o dominio heveinico (ZANETTI, 2017) caracteristica de
outras lectinas especificas para quitina. Todas as lectinas conhecidas dessa familia
apresentam uma alta similaridade entre si. No entanto, ndo possuem qualquer
semelhanca sequencial com lectinas de outras espécies botanicas, devido a isso as
lectinas de floema de Cucurbitaceae s&o consideradas como a menor familia de
lectinas vegetal, confinadas a um Unico grupo taxonémico de proteinas relativamente
pequeno (VAN DAMME et al., 1998).

As lectinas semelhantes a jacalina sdo um grupo de proteinas que
apresentam estrutura semelhante a jacalina, uma lectina galactose especifica
isolada de Artocarpus integrifolia, a jaca. Esse tipo de lectina é encontrada
principalmente em espécies de Moreaceae e Convolvulaceae (VAN DAMME et al.,
1998).

A amarantina, uma lectina extraida de Amaranthus caudatos, nao se
assemelha a nenhuma outra lectina de planta, no que se refere a sequéncia de
aminoacidos e estrutura. Devido a essa caracteristica a Amarantina é como protétipo
das lectinas da familia Amarantaceae. Outras espécies de Amaranthus possuem
lectinas muito semelhantes a Amarantina, como A. espinosus, A. leucocarpus e A.
cruentus (VAN DAMME et al., 1998).

1.6 Lectinas de Leguminosas

Lectinas € um grupo de proteinas presentes em todas as formas de
organismos, desde os mais simples como virus e bactérias, até os mais complexos
como animais e plantas superiores (MOREIRA et al., 1991). Dentre as lectinas de
plantas, as mais estudadas pertencem a familia Leguminoseae (CAVADA et al.,
2001). Elas estao presentes em sementes, folhas, caules e raizes (SHARON & LIS,
1990; LORIS et al., 1998).

Muitas lectinas desta familia ja foram isoladas e caracterizadas,
principalmente lectinas de sementes, onde o percentual de proteinas solUveis pode
variar de 1 a 10 % do total de proteinas, embora algumas espécies possam
apresentar concentracées maiores que 50 %, ou menores que 0,1 % do total de
proteinas solUveis presentes nas sementes (SHARON & LIS, 1990; VAN DAMME et
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al., 1998).

Figura 2: Classificacao das lectinas vegetais.

Fonte: PDB. (A) Lectinas de leguminosas, Canavalia brasiliensis (ConBr; PDB: 3JU9); (B) Lectinas
ligantes a quitina composta por dominio heveinico, Heveina (PDB: 1Q9B); (C) Lectinas de
monocotiledania ligantes manose, Galanthus nivalis aglutinina (GNA; PDB: 1MSA); (D) RIP’s do tipo
I, Ricina; (PDB: 2AAl); (E) Lectinas relacionadas a jacalina, Parkia platycephala (PPL-1; PDB: 1ZGR);
(F) Lectinas da familia das amarantinas, Amaranthus caudatus (ACA; PDB: 1JLY).

As lectinas de Leguminosas sao sintetizadas no reticulo endoplasmatico
na forma de pré-pro-lectinas. Essas proteinas possuem uma extremidade
denominada de N-terminal, na qual estad presente um peptideo sinal com 20 a 30
residuos de aminoacidos, que é removido posteriormente durante o transporte da
pré-pro-lectina para o lumen do reticulo endoplasmatico, originando uma pro-lectina.
Em seguida, a prd lectina passa por uma série de modificagbes pds-traducionais,
como glicosilacdo e clivagens proteoliticas, dando origem a lectina madura
(SHARON; LIS, 1990).

Este grupo de lectinas necessitam de cétions divalentes para manutengéo
de atividade biologica. Os ions de célcio (Ca*?) e manganés (Mn+*?) tem a fungéo de
estabilizar o sitio de ligacdo a carboidrato além de fixar as posi¢cdes dos aminoacidos
que interagem com o0s carboidratos ligantes. Os aminoéacidos relacionados com a
ligacdo desses ions sdo bastante conservados (WEIS & DRICKAMER, 1996).

As lectinas de leguminosas geralmente se associam como dimeros ou
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tetrameros, possuindo de 25 a 30 kDa na sua sua unidade monomérica. Estas
lectinas apresentam uma conservag¢ao da sua estrutura monomérica, possuindo uma
extensiva similaridade sequencial, ao mesmo tempo que exibem uma variedade de
associacdes quaternarias com importantes implicacdes funcionais (SRINIVAS et al,
2001). Pequenas alteragbes nas suas sequencias ou mesmo NO Seu arranjo
quaternario pode indicar diferencas importantes em testes de atividades bioldgicas
com lectinas de leguminosas in vitro e in vivo (CAVADA et al., 2001).

O sitio de ligagdo a carboidratos das lectinas de leguminosas apresenta
uma regiao na superficie da molécula formada por quatro loops que formam uma
cavidade na sua superficie. Os loops sdo constituidos de residuos de Asp, Asn e
Gly/Arg que se ligam através de quatro ligacdes de hidrogénio as hidroxilas dos
carbonos trés e quatro presentes em monossacarideos como manose ou glicose,
estudos recentes mostraram a capacidade de essas proteinas interagirem com
compostos hidrofébicos. Algumas lectinas isoladas de leguminosas tem a
capacidade de interagir com outras moléculas que nao carboidratos tais como
adenina (HAMELRYCK et al.,, 1998) e acido aminobutirico (DELATORRE et al.,
2007).

A familia das Leguminosas esta subdividida em trés subfamilias:
Papilionoideae, Caesalpinoideae, Mimosoideae. A subfamilia Papilionoideae é o
grupo que detém o maior numero lectinas ja isoladas e estudadas, principalmente da
tribo Phaseoleae (MANN et al., 2001).

A subfamilia Papilionoideae é composta por 483 géneros e 13.800
espécies divididas em 28 tribos (Figura 3). No Brasil sdo 88 géneros e 180 espécies
nativas (BARROSO et al. 1991; LEWIS et al., 2005). Diversas lectinas dessa
subfamilia foram estudadas e caracterizadas bioquimicamente. Sdo exemplos as
lectinas de Canavalia virosa (OSTERNE et al, 2014), Platypodium elegans
(ARARIPE et al, 2017), Dioclea reflexa (PINTO-JUNIOR et al., 2015), Dioclea
guianensis (ARAUJO-FILHO et al., 2010), Centrolobium tomentosum (ALMEIDA at
al., 2014) e Centrolobium microchaete (VASCONCELQS et al., 2015).
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Figura 3: Relagao filogenética proposta para as tribos da subfamilia Papilionoideae.

Coronilleas Carmichaelieae Desmodicae haseoleae*
Loteae Indigofercae Amorpheae
Trifolieae Psoralelae Sesbanicae
C:cereaf,
Aeschynomeneae
\-"lcicsc
Galegeac Robineae
Hcd}sar:m:
Tcphroswac — Adesmicae
Abreae
Crolalancac Brongniartieae
Llpa.neae Bossiaceae
Podalyrieae Mirbelicae
Genistc‘m Dalbergieas
Thcn‘nopstdc'nc
Euchresteae Sophoreag e Dipteryxeae
-
Swartzieae

Fonte: Adaptado de CALVETE et al., 1998.

Diversas atividades biologicas tém sido estudadas para as lectinas
isoladas de espécies da subfamilia Papilionoideae como atividade antinociceptiva
(FIGUEIREDO et al., 2009), relaxamento da aorta e formacao de O6xido nitrico
(GADELHA et al., 2005), atividade antifiingica (ARAUJO-FILHO et al., 2010), efeito
anti-inflamatério e analgésico (NUNES et al, 2009), efeito vasodilatador
(ASSEREUY et al., 2009).

A tribo Dalbergieae, pertence a familia Fabaceae, subfamilia
Papilionoideae, compreende cerca de 49 géneros e de 1.324 espécies
aproximadamente (LEWIS et al., 2005). Atualmente ja foram isoladas 16 lectinas da
tribo Dalbergieae sendo distribuidas nos géneros Lonchocarpus, Andira,
Platymiscium,  Platypodium, Centrolobium, Vatairea, Pterocarpus, Arachis,
Machaerium e Dalbergia. A tabela 1 mostra as espécies as quais estas lectinas
pertencem, além de suas especificidades a carboidratos.
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Tabela 1: Lectinas da tribo Dalbergieae.

Espécie Especificidade Referéncia
Andira fraxinifolia Man/Glc RANGEL et al., 2009
Andira pisonis Man/Glc LOSSIO et al., 2014
Andira surinamensis Man/Glc NOBRE, 2012
Andira anthelmia Man/Glc NASCIMENTO et al., 2015
Arachis hypogaea Gal/GalNAc CHACKO & APPUKUTTAN, 2001
Arachis hypogaea Lac/Celobiose SINGH & DAS, 1994
Arachis hypogaea a-MM SINGH & DAS, 1994
Centrolobium microchaete Man/Glc VASCONCELOS, 2015
Centrolobium tomentosum Man/Glc ALMEIDA et al., 2015
Lonchocarpus araripensis Glc/Nac PIRES et al., 2008
Lonchocarpus capassa Gal/GalNAc JOUBERT et al., 1986
Lonchocarpus sericeus Glc/Nac ALENCAR et al., 1999
Machaerium acutifolium Glc/Nac BEZERRA et al., 2003
Platymiscium floribundum Man/Glc PEREIRA-JUNIOR et al., 2012
Platypodium elegans Man/Glc BENEVIDES et al, 2012
Pterocarpus angolensis Man/Glc LORIS et al., 2003
Pterocarpus rotundifolius Man/Glc MARONDEDZE et al., 2004
Vatairga guianensis Gal/GalNAc SILVA et al,, 2012
Vatairea macrocarpa Gal/GalNAc CAVADA et al., 1998

Fonte: Elaborado pelo autor.

A lectina isolada de Vatairea macrocarpa é formada por quatro
subunidades de 26 kDa que formam um tetramero em solucéo independente do pH,
tendo especificidade a galactose/N-acetilgalactosamina (RAMOS et al., 2000). Seus
efeitos bioldgicos incluem liberacdo de mediadores quimiotatico por macréfagos
(ALENCAR et al., 2007), inducdo da infiltracdo de leucécitos em edema de pata
(ALENCAR et al., 2004), aumento da resisténcia vascular renal, taxa de filtracao
glomerular e fluxo urinario (MARTINS et al., 2005), migracdo de neutrofilos in vivo
por mecanismo indireto (ALENCAR et al., 2003) e apresenta especificidade para
residuos de antigeno Tn (DAM et al., 2007).

A lectina especifica a GIcNAc isolada de sementes de Platypodium
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elegans (PELa) demonstrou ser promissora na utilizagdo como termiticida contra
operarios e soldados de Nasutitermes corniger, além de um grande percentual
fungicida contra fungos como o Fusarium solani, Fusarium oxysporum e Fusarium
lateritium (BENEVIDES et al., 2008). Essas atividades elucidam a evidéncia da
participacdo das lectinas na defesa vegetal, atuando contra fitopatégenos.

Outras atividades biolégicas também foram observadas em uma lectina
extraida de sementes de Lonchocarpus sericeus, como alta atividade anti-
inflamatoria em modelo de edema de pata (ALENCAR et al.,, 1999), efeito anti-
inflamatério e antibacteriano em modelo de peritonite infecciosa (ALENCAR et al.,
2005) e a diminuicao da migracao de leucdcitos e hipernocicepcdo mecanica pela
inibicdo da producgéo de citocinas e quimiocinas (NAPIMOGA et al., 2007).

Estudos realizados investigaram a interacdo entre o sitio de ligagcdo de
metal, atividade de reconhecimento e ligacdo a carboidratos, estabilidade e estrutura
da lectina extraida de Pterocarpus angolensis. Esses resultados juntos com dados
termodinamicos contribuem para o entendimento das interagbes lectina-carboidrato
(GARCIA-PINO et al., 2006; GARCIA-PINO et al., 2007; BUTS et al., 2006).

Os importantes estudos referentes a identificacdo e caracterizacao de
lectinas e suas diversas aplicacdes como ferramentas biotecnolégicas, incentivam
cada vez mais a procura por novas lectinas. Em meio a grande versabilidade das
lectinas, resolveu-se caracterizar a lectina de sementes de Machaerium acutifolium
(MAL).

1.7 Machaerium acutifolium Vogel

Machaerium acutifolium Vogel (Figura 4) é uma espécie pertencente a
familia Leguminosae, subfamilia Papilionoideae, tribo Dalbergieae. E conhecida
popularmente como pau-muchiba, guaximbé, jacaranda-do-campo, jacaranda-bico-
de-pato, pau-muchiba, bico-de-pato ou sapuva.

Arvore de folha caduca para alcances semidecidua possuindo de 8-15 m
de altura, tronco reto, e 5-9 dm de largura, massa folheada, compdsitos,
imparipinadas, folhas alternadas com 6 cm de comprimento, glabras, lanceoladas
oval, 10-25 mm x 7-10mm.

Possuem inflorescéncia com 5-35 flores, minusculo, hermafrodita,

sésseis, zigomorficas, paniculas terminais; corola amariposada, branca; 10 estames;
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ovario piloso, supero, unicarpelar. Apresentam fruto seco, samara plana, e asa

membranosa, 5 cm de comprimento, semente oval.

Figura 4: Machaerium acutifolium Vogel

Fonte: Adaptado de Jardim das idéias, 2017. (A) Frutos secos , (B) Inflorescéncia , (C) Ramo com folhas e
frutos, (D) Exemplar encontrado no Mato grosso, (E) Caule.

Machaerium é um género neotropical estabelecido por Vogel, distribuindo-
se do sul do México ao norte da Argentina, com ocorréncia em quase toda a América
Central e do Sul. Comumente as espécies habitam tanto ambientes secos como
umidos e no Brasil € uma espécie amplamente distribuida, podendo ser encontrada
em todas as regides do pais, sendo mais encontrada no Centro-oeste e no Nordeste.
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2 - OBJETIVOS




2.1 Objetivo Geral

O presente trabalho teve por objetivo realizar a caracterizacéo fisico-

quimica parcial de uma lectina de sementes de Machaerium acutifolium Vogel.

29
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3 - MATERIAIS E METODOS
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3.1 Procedéncia do material

As sementes de Machaerium acutifolium (Figura 5) foram obtidas através
de coleta manual em florestas nativas do estado do Ceara. As sementes, ainda em

vagens, foram acondicionadas em um recipiente seco e transportadas até Fortaleza-
CE.

Figura 5. Representacdo esquematica do fruto e semente de M. acutifolium. (a) Fruto maduro (b)
Semente nua.

\
\_,-“\_.,/

Fonte: Flora do Brasil, 1862.

3.2. Obtencao da farinha

As vagens foram colocadas em estufa a 37° C por cinco dias para
terminar seu processo de secagem. As sementes foram retiradas das vagens e
submetidas a uma trituracdo em moinho elétrico. Em virtude das sementes serem
ricas em lipideos, a farinha foi delipidada utilizando n — hexano. A farinha de fina
granulacdo e delipidada foi armazenada em recipientes fechados para posterior
utilizagéo.

3.3 Extracao total de proteinas soluveis da farinha de sementes de Machaerium
acutifolium

As proteinas soluveis presentes na farinha de sementes M. acutifolium
foram extraidas com o tampao Tris-HCI 100 mM pH 8,0 com NaCl 150 mM na

proporcéo de 1:10 (p/v), sob agitagdo constante, durante 4 horas.
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A suspensao obtida foi centrifugada a 9000 rpm, a uma temperatura de 4°
C por 20 minutos, obtendo assim um precipitado, que foi descartado, e um
sobrenadante, que foi filtrado em papel Whatman 1 e no final denominado de extrato
total, o qual foi utilizado para realizagdo de ensaios de atividade hemaglutinante e de
dosagem de proteinas sollveis para posterior célculo da atividade especifica.

3.4 Fracionamento com sulfato de amonio do extrato total de M. acutifolium

O extrato total foi submetido a um fracionamento proteico, que consiste na
adicao lenta sob agitacdo constante de sulfato de aménio sélido em diferentes
concentracoes, obtendo as fracées 0-20%, 20-40%, 40-60%, 60-80% e 80-100% de
saturacdo. Apds 4 horas em repouso, as suspensdes foram centrifugadas a 4000 x ¢
por 20 minutos obtendo-se, nos precipitados, as fracdes respectivas. As fragbes
foram exaustivamente dialisadas contra agua destilada e entdo solubilizadas em
Tris-HCI 100 mM pH 8,0 contendo NaCl 150 mM.

3.5 Dosagem de Proteinas Soluveis

A concentracdo de proteinas soluveis no extrato de sementes de
Machaerium acutifolium e nas fragées obtidas durante a purificagdo da lectina foi
determinado pelo método descrito por BRADFORD (1976). A cada 100 pL de
amostra, diluida ou nao, 2,5 mL do reagente de Bradford foram adicionados. A
mistura entdo foi deixada em repouso por cerca de 10 minutos e em seguida teve
sua absorbancia determinada a 595 nm em um espectrofotdmetro de luz visivel (VIS
LBK Novaspec Il, Pharmacia). A concentragdo de proteinas solUveis nas amostras
analisadas foi determinada a partir de uma curva padrdo obtida com o uso de
solugdes de concentragdes conhecidas de albumina sérica bovina (BSA).

3.6 Atividade hemaglutinante

A presenga da lectina no extrato total foi detectada a partir de ensaios de
aglutinacdo celular, quando foi observada a formacdo de precipitado visivel
macroscopicamente. Os testes para deteccdo da atividade hemaglutinante nos
extratos e nas diferentes fragbes proteicas foram realizadas em tubos de acordo
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com o protocolo descrito por Moreira e Perrone (1977), como descrito a seguir:

O extrato total e as fracdes obtidas no fracionamento por sulfato de
aménio, foram submetidos ao teste de atividade hemaglutinante usando hemacias
de coelho e humano (tipos sanguineos A, B e O) no decorrer do processo de
purificagcdo da lectina de M. acutifolium. As amostras foram diluidas em série e em
duplicata (1:2, 1:4, 1:8 ...), em tampao Tris-HCI 100 mM pH 8,0 com NaCl 150 mM. A
100 yL de cada diluicdo adicionou-se 100 yL de uma suspensao de hemacias
nativas ou tratadas com enzimas proteoliticas (papaina e tripsina) a 3% em NaCl
150 mM. O ensaio foi incubado a 37 °C por 30 minutos, em seguida deixado em
repouso a temperatura ambiente por 30 minutos.

Os titulos de hemaglutinacdo foram medidos em termos de Unidade
Hemaglutinante (U.H./mL) como sendo o inverso da maior diluicdo ainda capaz de

apresentar hemaglutinagao visivel.

3.7 Calculo da atividade hemaglutinante especifica

Ap6s a obtengcdo do titulo de hemaglutinagdo e da quantidade de
proteinas solluveis, a atividade especifica para uma das fragdes foi calculada com o
objetivo de se monitorar a concentracao/purificagao da lectina em estudo.

O calculo foi feito pela divisdo do titulo de hemaglutinacao (U.H./mL) pela
dosagem de proteinas soluveis (mg/mL), cujo quociente foi expresso em U.H/mg
(Unidade de hemaglutinagdo por miligrama de proteina). Esses resultados foram
comparados e auxiliaram na escolha da melhor estratégia de purificagao.

3.8 Inibicao da atividade hemaglutinante (A.H), por acucares simples,
glicoproteinas e acucares sulfatados

Foram relacionados alguns agucares simples ou sulfatados bem como
glicoproteinas disponiveis. Nos tubos de ensaio dispostos em duplicata foram
adicionados, nos dois primeiros tubos, 100 yL de cada um dos acgucares e
posteriormente diluidos em série nos tubos (1:2, 1:4, 1:8 ...) em tampao Tris-HCI 100
mM pH 8,0 com NaCl 150 mM. Apés a diluicdo dos agucares e glicoproteinas, 100 pl
de extrato na concentracdo da penultima U.H (previamente determinada) foram
adicionados em todos os pocos. O ensaio foi incubado a 37°C em estufa por 30 min
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e apds esse periodo deixado em repouso a temperatura ambiente por mais 30 min.

Duzentos microlitros de sangue de coelho nativo foram acrescidos a todas
as diluicées dos agucares e glicoproteinas contendo a fragéo diluida. A mistura foi
novamente incubada a 37 °C durante 30 minutos e depois deixada em repouso a
temperatura ambiente por mais 30 minutos. A inibicdo da A.H pelos acucares foi
determinada e observou-se que, para aqueles agcucares que se mostraram capazes
de inibir a A.H a maior diluicdo em que se permaneceu a auséncia da A.H, ou seja,
que menor concentracao de tais agucares ainda inibe a A.H (concentragdo minima
inibitéria).

3.9 Cromatografia de afinidade em matriz de quitina

Na cromatografia de afinidade em matriz de quitina, a B-1,4 N-
acetilglicosamina foi utilizada como agucar imobilizado, que previamente foi
determinado como um forte inibidor da A.H. A fracdo 0-40%, rica em lectinas, foi
aplicada, em coluna (150 mm X 18 mm) com [(3-1,4 N-acetilglicosamina acoplada,
previamente equilibrada com tampao Tris-HCI 100 mM pH 8,0 com NaCl 150 mM,
sendo incubado por 4 horas. O pico nao retido foi obtido com eluigcdo isocratica e
coletada em 2 ml por tubo de ensaio. Posteriormente, o pico retido na fase
estacionaria foi obtido com tampéo glicina 100 mM pH 2,6 com NaCl 150 mM, e
também coletando em 2 mL por tubo de ensaio. As fracGes coletadas foram
monitoradas por absorbancia de 280 nm. As fragdes ou picos obtidos foram
dialisadas contra agua destilada e entao liofilizadas. A atividade hemaglutinante, o
teor de proteinas sollveis e a atividade especifica de todas as fragdes

cromatograficas foram avaliados.

3.10 Eletroforese em SDS-PAGE

A avaliagdo do grau de pureza e da visualizagdo da massa molecular
aparente de todas as amostras obtidas a partir da farinha de Machaerium acutifolium
e das fragOes foram realizadas seguindo a metodologia desenvolvida por (LAEMMLI,
1970).

O gel superior ou gel de empilhamento foi preparado usando



35

acrilamida/bisacrilamida 4% em tampao Tris-HCI 500 mM, pH 6,8, SDS 1%,
persulfato de aménio (100 mg/ml) e TEMED. O gel de separacdo da amostra foi
preparado em tampéao Tris-HCI 1500 mM, pH 8,8 contendo 1% TEMED e persulfato
de aménio (100 mg/mL).

As amostras liofilizadas foram solubilizadas a uma concentracdo de 4
mg/mL em tampé&o de amostra contendo Tris-HCI 62,5 mM pH 6,8, 10% de glicerol,
0,02% de azul de bromofenol e 1% de SDS.

A corrida eletroforética foi realizada com a voltagem variando até 200V,
poténcia de até 5W, e amperagem constante de 20 mA. O tampao de corrida
continha Tris 0,025 M Gilicina 0,192M SDS 0,1% pH 8,8.

Depois da corrida eletroforética, o gel de separacéo foi lavado com agua
destilada para a retirar o excesso de tampéao de corrida, apds isso 0 gel corado com
coomasie blue G-250 a 0,05%, dissolvido em metano, acido acético e agua a uma
propor¢cdo de 1:3:5:8 (v/v/v). O gel foi entdo descorado com &gua destilada

aquecida.

3.11 Efeito de temperatura sobre a atividade hemaglutinante

O efeito da temperatura sobre a atividade da lectina foi analisada
utilizando 1 mg de lectina em tampao Tris-HCI 100mM pH 8,0, as quais foram
submetidas a diferentes temperaturas: 40, 50, 60, 70, 80, 90, 100 °C por uma hora.
Apés esse periodo, foi analisada sua atividade pelo ensaio de hemaglutinacao, a 37
°C.

3.12 Efeito do pH sobre a atividade da lectina

Com o objetivo de avaliar o efeito do pH sobre a atividade hemaglutinante
da lectina foram utilizadas aliquotas de 100 pl da solugdo de lectina a uma
concentracdo 1 mg/ml em diferentes tampdes: Acetato 100 mM pH 4,0 e 5,0, Citrato
de Sodio 100mM pH 6,0, Fosfato de Sédio 100 mM pH 7,0, Tris-HCI 100mM pH 8,0,
Glicina 100mM pH 9,0 e 10,0. Posteriormente, foi realizada a analise da atividade

hemaglutinante.
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3.13 Efeito de agente quelante sobre a atividade hemaglutinante

A avaliacdo da dependéncia da atividade hemaglutinante da MAL por
diferentes cations divalentes foi analisada. Para tal propdsito, uma aliquota da lectina
(1mg/mL) foi solubilizada em Tris-HCI 100mM pH 8,0 com NaCl 150mM e dialisada
contra solu¢des de EDTA 100 mM contendo NaCl 150mM por 24 horas, seguida pela
dialise contra NaCl 150mM para retirada de excesso de EDTA. Apés isto, atividade
hemaglutinante foi testada pela adicdo de 100 pyL de solugdes de NaCl 150mM
contendo CaClz e MnCl2 separadamente, a uma concentragdo de 100mM em tubos
de ensaio, onde em seguida foram feitas diluicbes seriadas em duplicata a partir da
adicdo de 100 pL da lectina (1 mg/mL) e acrescentou-se 100 pL de eritrocitos

tripsinizados de coelho a 2 % em cada tubo e levou-se a incubagéo por 1 hora.

3.14 Dosagem de carboidratos totais

A MAL foi solubilizada em NaCl 150mM, obtendo-se uma solucdo na
concentracdo de 1,0 mg/mL e em seguida foi submetida ao método de Dubois e
colaboradores (1956) para a determinacdo do conteudo de carboidratos, utilizando-

se galactose com padrao.

3.15 Teste de letalidade de Artemia sp.

Para analisar o efeito citotoxico de MAL, cistos de Artemia sp. Foram
submetidos a eclosdo sob luz aeracdo e temperatura controlada, como descrito a
seguir: 30 mg de cistos de artémia foram pesados, adicionados em um béquer
contendo 300 mL de agua do mar natural autoclavada e incubados durante 48 h,
periodo ideal de crescimento dos nduplios para experimentos de toxidade. Apos isto,
uma solucédo de MAL foi preparada a uma concentragéo de 200 uyg/mL em agua do
mar natural autoclavada.

Em uma placa de linbro de 24 pogos adicionou-se uma aliquota da
solucdo de proteinas a fim de atingir as concentragdes finais de 12,5, 25, 50, 100
Mg/mL, e, em seguida, acrescentou-se mais uma aliquota da solu¢do de agua do
mar natural contendo 10 exemplares de nauplios, totalizando, ao final, 2 mL de
solugéo por pogo. O experimento foi conduzido em triplicatas, para cada condicao, e
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o controle negativo foi feito da mesma forma, com agua do mar natural autoclavada,
10 exemplares de nauplios, volume final de 2 mL, porém sem a adicdo da lectina.
Para inibir o efeito da lectina, a MAL, nas mesmas concentragdes do experimento
anterior (12,5, 25, 50, 100 ug/mL) foi incubada em agua do mar natural autoclavada
contendo 0,1 M de D-Manose, durante 1 h a 37 °C. Ao final, as analises foram

conduzidas por comparacgao das condicOes testadas com as condigdes controle.
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4 - RESULTADOS E DISCUSSAOQO
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4.1 Purificacao da Lectina de Sementes de Machaerium acutifolium

As técnicas utilizadas para a extracdo e purificacdo da lectina de
Machaerium acutifolium foram aqueles usualmente testados para proteinas vegetais,
que envolvem a extragéo utilizando solugdes salinas e/ou acidas, precipitagdo por
solventes organicos ou por sais e fracionamento por técnicas cromatograficas, tais
como exclusao molecular e troca ibnica (BELITZ et al. 1990).

Devido a interacdo de lectinas e glicoconjugados da superficie celular,
pode ocorrer a formacao de ligagcées cruzadas entre eritrcitos adjacentes no ensaio
de atividade hemaglutinante, causando a aglutinacdo destas células (PEUMANS &
VAN DAMME, 1995). Essa propriedade foi utilizada para a identificacdo de uma nova
lectina em sementes de M. acutifolium.

O extrato proteico preparado com a farinha de sementes de M. acutifolium
apresentou niveis relativamente altos de atividade hemaglutinante tanto contra
eritrécitos de coelho quanto de humanos do sistema ABO (Grafico 1), ambos nao
tratados ou tratados com enzimas proteoliticas. O maior titulo de hemaglutinagéo foi
observado contra eritrocitos de coelho nativo e tratadas com as enzimas papaina e
tripsina.

Grafico 1: Atividade hemaglutinante do extrato total das sementes de M. acutifolium testadp contra
diferentes tipos sanguineos.
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Eritrécitos testados na atividade hemaglutinante. Legenda: CN — Sangue de coelho nativo; CT —
Sangue de coelho tratado com a enzima tripsina; CP — Sangue de coelho tratado coma enzima
papaina; AN — Sangue humano do tipo A nativo; AT - Sangue humano do tipo A tratado com enzima
tripsina; AP - Sangue humano do tipo A tratado com enzima papaina; BN - Sangue humano do tipo B
nativo; BT - Sangue humano do tipo B tratado com enzima tripsina; BP - Sangue humano do tipo B
tratado com enzima papaina; ON - Sangue humano do tipo O nativo; OT - Sangue humano do tipo O
tratado com enzima tripsina; OP - Sangue humano do tipo O tratado com enzima papaina
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A especificidade da MAL por carboidratos foi determinada pelo ensaio de
inibicdo da atividade hemaglutinante contra diferentes solugdes de acucares. Os
melhores resultados foram obtidos com N-acetil-D-glicosamina, D-glicose, D-
manose, a-Metil-D-manosideo, respectivamente (Tabela 3). A lectina de sementes de
Platymiscium floribundum também foi inibida por N-acetil-D-glicosamina e manose
(PEREIRA JUNIOR, 2011). Em outra espécie da tribo Dalbergieae, Centrolobium
microchaete, existe uma lectina que também mostrou ser especifica por D-manose,
N-acetil-D-glicosamina, D-glicose e a-Metil-D-manosideo (VASCONCELOS et al.,
2015). Enquanto isso, as lectinas de sementes de Pterocarpus angolensis (LORIS et
al., 2003) e Platypodium elegans (BENEVIDES, 2008) foram inibidas por glicose e
manose. Por outro lado, a lectina de sementes de Varairea guianensis (VGL),
também da mesma tribo, apresenta especificidade por galactose e alguns derivados
(SILVA et al., 2012).

Tabela 3: Inibicdo da atividade hemaglutinante no extrato total

Acucares e glicoproteinas Concentracao inibitéria minima *
(mM ou mg/mL)

D-Glicose 25 mM

D-Manose 12,5 mM

a-Metil-D-manosideo 50 mM

N-acetil-D-glicosamina 25 mM

D-Galactose N.I**

N-Acetil-D-galactosamina N.I

a-Lactose N.I

Sacarose N.I

Mucina N.I

Desoxirribose N.I

D-Ribose N.I

L-Ramnose N.I

Fetuina N.I

* Concentracao Minima Inibitdria
** O carboidrato nao inibiu a uma concentracao de 100 mM.

A lectina de sementes de M. acutifolium foi purificada através de duas
etapas cromatograficas. Para isto, o extrato total foi previamente precipitado pela
adicao de sulfato de amdnio sélido e cinco fracoes proteicas foram obtidas F 0-20%,
F 20-40%, F 40-60%, F 60-80%, F 80-100%. A atividade hemaglutinante se
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concentrou quase que exclusivamente na fragcdo 20-40% e, por esse motivo, esta
fracdo foi utilizada para a cromatografia de afinidade em uma matriz de Quitina
(Figura 5). Essa cromatografia proporcionou a purificagdo da MAL com um grau de

pureza de 11 vezes (Tabela 4).

Grafico 2 . Perfil cromatogréfico da purificagdo de MAL em matriz de afinidade em quitina.
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A fragdo 20-40% solubilizada em Tris-HCI 100mM pH 8,0 com NaCl 150mM e aplicada em uma matriz de Quitina
(2,0 x 15,0 cm) previamente equilibrada com a mesma solugéo. A fragcdo nao retida (PI) foi eluida com o tampao
de equilibrio, e em seguida, a fragao retida (PIl) foi eluida com o tampao Glicina 100mM pH 2,6 com NaCl
150mM.

Tabela 4: Processo de purificacao da lectina de Machaerium acutifolium.

a
_ ) ] c)AHE. d)
Fracao Proteinas b) U.H/mL L
(UH/mgP) Purificacao
(mg/mL)
Extrato Total 27,11 16 0,59 1
F 0-20 3,31 8 2,41 4,08
F 20-40 50,31 128 2,54 4,30
PllI-Quitina 2,29 16 6,98 11,83

a) Concentragao de proteinas determinada pelo método de Bradford (1976);

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

c) Atividade Hemaglutinante Especifica calculada como a relagcdo entre a atividade hemaglutinante e a

concentragao de proteinas;
d) Purificagéo, calculada como a relagdo entre a atividade hemaglutinante especifica do extrato total e aquela

de cada passo de purificagao
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4.2 Caracterizacao fisico-quimica da lectina de sementes de M. acutifolium

O processo de purificacdo da MAL foi monitorado por SDS-PAGE na
presenca ou auséncia do agente redutor 8-mercaptoetanol. A Figura 6 mostra o perfil
eletroforético das fragbes proteicas correspondentes aos diferentes estagios de
purificacdo da lectina. Nesta figura pode-se observar que a lectina purificada é
caracterizada por um perfil composto por quatro bandas, sendo uma delas a cadeia
principal de aproximadamente 30 kDa e trés cadeias menores de aproximadamente
18, 15 e 12 kDa. A lectina de sementes de Vatairea guianensis, espécie pertencente
a tribo Dalbergieae, possui um perfil eletroforético composto por trés bandas, sendo
uma delas de peso molecular aparente de 30 kDa e duas bandas de peso molecular
menor , de 18 e 15 kDa (SILVA et al., 2012).

Figura 6: Perfil eletroforético em SDS-PAGE
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Pocos: 1- Marcador molecular de proteina de baixo peso (225KDa, 150KDa, 100KDa, 75KDa,
50KDa, 35KDa, 25KDa, 15KDa, 10KDa), 2 — PII retido na quitina eluido com manose, 3 - PII
retido na quitina eluido com glicina, 4 — Fracao 20-40%.
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Figura 7: Comparativo do perfil eletroforético entre a lectina MAL contras lectinas da tribo
Dalberdieae.
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Pocos: 1- Marcador molecular de proteina de alto peso, 2 — Lectina CTL de Centrolobium
tomentosum, 3 - Lectina AAL de Andira amthelmia, 4 - Lectina PFL de Platymiscium
floribundum, 5 — Lectina VGL de Vatairea guianensis, 6 — Lectina VML de Vatairea macrocarpa,
7 — Lectina LAL de Lonchocarpus araripensis, 8 — Lectina MAL de Machaerium acutifolium.

Entretanto, a lectinas isolada das sementes de Platymiscium floribundum,
também da tribo Dalbergieae, possui um perfil eletroforético composto por apenas
uma banda. A lectina PFL caracteriza-se por uma banda unica de massa molecular
aparente de aproximadamente 29 kDa, tanto na presenca quanto na auséncia do
agente redutor (PEREIRA JUNIOR, 2011) e a lectina PELa apresentou uma banda
dupla de massa molecular aparente de 30 kDa (BENEVIDES, 2008). A lectina CTL
apresenta um perfil eletroforético com trés bandas, sendo a banda majoritaria com
aproximadamente 28 KDa e duas subunidades inferiores com 16 e 12 KDa, tendo
uma similaridade com o perfil apresentado pela lectina MAL (Figura 7).

Ao ser submetida a reacdo do Fenol — Acido Sulfurico (DUBOIS, 1976),
foi possivel verificar que a MAL possui um total de 5,4% de carboidrato. A lectina de
V. macrocarpa também se mostrou ser uma glicoproteina composta de
aproximadamente 8% de carboidratos (CAVADA et al., 1998), em contraposicédo a
lectina de Platypodium elegans que apresentou aproximadamente 2,2 % de
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carboidratos totais (ARARIPE et al., 2017).

MAL apresentou consideravel termoestabilidade, pois manteve sua
atividade hemaglutinante mesmo apdés incubacéo a 70 °C por 1 hora. Por outro lado,
a atividade hemaglutinante foi reduzida consideravelmente quando a lectina foi

submetida a temperaturas iguais ou superiores a 80 °C (Gréfico 7).

Grafico 3 — Estabilidade térmica da lectina de Machaerium acutifolium
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Amostra: 1 mg MAL/ 1 mL de Tris-HCI 100mM pH 7,6 com NaCl 150mM. Temperaturas: 40°C,
50°C, 602C, 70°C, 80°C, 90°C e 100°C.

As lectinas isoladas de sementes de Andira surinamensis (ASL), Vatairea
guianensis (VGL) e Platymiscium floribundum (PFL), também da tribo Dalbergieae,
apresentam uma termoestabilidade inferior quando comparadas com a lectina de
sementes de Machaerium acutifolium (Figura 8). De forma similar essas lectinas
apresentaram perda total da sua atividade quando submetidas a uma temperatura
de incubagcdo de 100°C e de forma oposta, Cavada e colaboradores (1998)
verificaram que a VML mostrou-se com significativa termoestabilidade, uma vez que

manteve 55% de sua atividade ap6s exposi¢ao a 100 °C por 5 minutos.
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Figura 8: Comparacdo do efeito da variagdo de temperatura sobre a atividade hemaglutinante de
lectinas da tribo Dalbergieae.
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MAL: Lectina isolada de sementes de Machaerium acutifolium; ASL: Lectina isolada de
sementes de Andira surinamensis; VGL: Lectina isolada de sementes de Vatairea guianensis;
PFL: Lectina isolada de sementes de Platymiscium floribundum.

7

A atividade hemaglutinante da MAL também é resistente a uma ampla
faixa de pH. Os titulos de hemaglutinagao apontaram um pH étimo de 8,0 numa faixa
de 4,0 a 10,0 (Gréfico 8). Essa faixa de pH foi selecionada devido a resisténcia
globular dos eritrocitos. Extremos dessa faixa provocam hemdlise e impossibilitam a
andlise direta da hemaglutinagdo. Em termos de resisténcia as variacoes de pH, a
proteina mostrou-se resistente aos extremos 4,0 e 10,0, quando posteriormente,
dialisados em tampéao no pH étimo para sua atividade. Esses dados suscitam que os
eventos de alteracdo no estado da carga da proteina que afeta a atividade

hemaglutinante ou a possivel desnaturagao nos extremos de pH sao reversiveis.
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Grafico 4 — Estabilidade da lectina de Machaerium acutifolium a uma ampla faixa de pH

MAL

-IIIIII
4 5 66 7 8 9 10

pH

120

100

[02]
=]

Porcentagem
= (=)
[e=] [an]

]
[=]

o

Amostra: 1 mg MAL/ 1 mL de Tris-HCI 100 mM pH 7,6 com NaCl 150 mM. Dialise por 24 horas
contra diferentes solucoes tampao contendo NaCl 150mM. Tampoées: acetato de sodio 100 mM
pH 4,0 e 5,0, citrato de s6dio 100 mM pH 6,0, fosfato de sédio 100 mM pH 7,0, Tris-HCI 100 mM
pH 8,0, glicina-NaOH pH 9,0 e 10,0.

Quando comparamos os efeitos da variacdo de pH sobre a atividade
hemaglutinante da MAL com as lectinas isoladas de sementes de Centrolobium
microchaete (VASCONCELOS et al., 2015), Platymiscium floribundum (PEREIRA-
JUNIOR et al., 2014) e Vatairea guianensis (SILVA et al., 2012), observamos que
essas lectinas apresentam uma resisténcia a variacbes de pH, mantendo sua
atividade hemaglutinante estavel por uma faixa de pH mais ampla do que foi
observado nos ensaios da lectina de Machaerium acutifolium (Figura 8).

Ao testar a atividade hemaglutinante da MAL na presenca de EDTA, foi
possivel verificar que ha uma redugao desta (Gréafico 4) em 75%, indicando que a
atividade hemaglutinante da MAL é dependente de cations divalentes, ndo tento sua
atividade restabelecida apds a adigdo de calcio e manganés. Resultado semelhante
foi observado com a lectina de Pterocarpus angolensis, também da tribo
Dalbergieae, teve sua atividade hemaglutinante completamente perdida apds
tratamento com EDTA (ECHEMENDIA-BLANCO et al., 2009). A lectina ASL isolada
de Andira surinamensis apresentou uma reducao da sua atividade apés o tratamento
contra EDTA, mas diferente da lectina MAL, ela teve sua atividade totalmente
restabelecida apos a adi¢do de ions metalicos Ca*? e Mn*2 (NOBRE, 2012).
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Figura 8: Comparacao do efeito da variagdo de pH sobre a atividade hemaglutinante de lectinas da
tribo Dalbergieae
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MAL: Lectina isolada de sementes de Machaerium acutifolium; CML: Lectina isolada de
sementes de Centrolobium microchaete; VGL: Lectina isolada de sementes de Vatairea
guianensis; PFL: Lectina isolada de sementes de Platymiscium floribundum.

Por outro lado, as lectinas de Platymiscium floribundum e Vatairea
guianensis nao teveram sua atividade afetada apds dialise exaustiva da proteina
nativa conta EDTA como mostra a figura 10 (PEREIRA JUNIOR, 2011; SILVA et
al.,2012).
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Grafico 5 — Anadlise do efeito do EDTA na atividade hemaglutinante da lectina de Macherium

acutifolium
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Figura 10: Comparacao do efeito do EDTA sobre a atividade hemaglutinante de lectinas da tribo

Dalbergieae.
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MAL: Lectina isolada de sementes de Machaerium acutifolium; ASL: Lectina isolada de
sementes de Andira surinamensis; VGL: Lectina isolada de sementes de Vatairea guianensis;
PFL: Lectina isolada de sementes de Platymiscium floribundum. lons metalicos Ca*? , Mg*?,
Ni*2, Mn*2.
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4.4 Ensaio de toxicidade de MAL contra Artemia sp.

O ensaio de letalidade com Artemia sp. (SORGELOOS et al. 1978;
PERSOONE, 1979) tem sido aplicado na busca de novas biomoléculas com
diversas atividades farmacolégicas, como por exemplo, atividade anticancer,
antiviral, inseticida, pesticida e anti-HIV (CARBALLO et al. 2002; PERVIN et al. 2006;
HO et al. 2007). MAL nao apresentou atividade téxica contra nduplios de Artemia sp
(Gréfico 5).

Devido seu carater ndo téxico a lectina MAL podera ser usada em ensaios
biolégicos in vivo, sendo muito importante para esses ensaios que a lectina nao

tenha atividade toxica que possam vir a causar algum dano as células do animal.

Grafico 6: Avaliacido da toxidade da MAL contra nauplios de Artemia sp.

Toxicidade de MAL contra nauplios de Artemia sp.
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A lectina MAL foi caracterizada fisico-quimicamente. O perfil de massa
molecular aparente foi observado em SDS-PAGE. MAL aglutina eritrécitos de coelho
e de humanos (ABO) tratados com enzimas proteoliticas e € metaloproteina,
termoestavel e estavel em ampla faixa de pH. E glicoproteina e ndo apresenta efeito
toxico sobre nauplios de artémia em nenhuma das concentracdes testadas,

mostrando ser uma importante ferramenta biotecnolégica.
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